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Uber die enzymatische Hydrolyse der Cholesterinester 
des menschlichen Serums. 
Von 
Willibald Klein. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1938). 


Kingehende Untersuchungen iiber die Lipasen der Siugetiere, 
die vor 10 bis 15 Jahren von der Willstatterschule und von Rona 
und Mitarbeitern durchgefiihrt wurden, haben uns genaue Kennt- 
nisse tiber den Vorgang der Fettspaltung im tierischen Organismus 
vermittelt. Trotzdem konnte iiber wichtige Fragen keine Ent- 
scheidung gefillt werden. Das gilt in erster Linie von der 
Spezifitit der Lipasen. Teilgebiete, wie die Wachse, die Depside, 
die Cholesterinester sind bis heute noch wenig auf ihre enzy- 
matische Spaltbarkeit untersucht. Von diesen Stoffreihen ist die 
letzte durch die auBerordentliche Ausdehnung der Sterinchemie 
der allgemeinen Aufmerksamkeit nahegeriickt. 


Die wenigen Angaben des Schrifttums iiber die enzymatische Hydrolyse 
der Cholesterinester sind voll von Widerspriichen. Schultz') berichtete 1912 
von der Zunahme des freien Cholesterins auf Kosten des Estercholesterins 
bei der Autolyse von Pferdeleberbrei. Auch die Ester des Pferdeblutes 
wurden durch den Leberbrei gespalten. Nach Cytronberg’) werden die 
Ester des Pferdeblutes bei Bruttemperatur schon ohne Leberbrei zerlegt. 
1916 priifte Miller *) diese Versuche auf breiterer Grundlage nach. Er fand 
keine Esterspaltung bei der Autolyse von Pferdeleber, weder mit noch ohne 
Zusatz von Blut. Damit iibereinstimmend konnte Wendt*) eine Zunahme 
des freien Cholesterins in Autolysaten von Hundeleber nicht feststellen. 
1924 untersuchte Nomura’) die Spaltbarkeit kolloidal geléster Cholesterin- 
ester. Er erzielte eine Vermehrung des freien Cholesterins durch Ausziige 
aus verschiedenen Organen vom Hund, Pferd, Rind, Schwein, Kaninchen. 
Nur das Blut enthielt kein Ferment. Derselbe Forscher®) beschrieb 1924 
die Synthese von Cholesterinester aus den Komponenten durch Einwirkung 
von Hundepankreas, welches nach seiner vorhergehenden Arbeit unter sonst 
gleichen Bedingungen fertigen Cholesterinester hydrolysieren soll. Eine 
Spaltbarkeit der Ester des Rinderserums durch Meerschweinchenorgane 
in neutraler Lésung wurde von Shope’) beobachtet. In der neuesten 
Zeit zeigte Sperry‘), daB im Serum von Menschen und Hunden ein 
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cholesterinesterbildendes Enzym vorkommt. Durch Glykocholsdurezusatz 
wird die Wirkung im menschlichen Serum aufgehoben, im Hundeserum nach 
der Seite der Hydrolyse verschoben. Demgegeniiber fand Nedwedski 

eine Estersynthese durch Pankreaspulver nur in Gegenwart von Glykocholat, 

Dieser Auszug aus dem Schrifttum iiberzeugt von der Un- 
méglichkeit, aus den bisherigen Arbeiten ein klares Bild vom 
enzymatischen Auf- und Abbau der Cholesterinester zu gewinnen. 
Doch ist eine genauere Kenntnis gerade dieser Vorgiinge dic 
Voraussetzung fir das Verstiindnis der Rolle, die das Cholesterin 
im intermediiren und im Bilanzstoffwechsel spielt. Wir finden im 
Blutserum Stoffwechselgesunder eine auffillige Konstanz im Ver- 
haltnis des freien zum gebundenen Cholesterin. Bei bestimmten 
Leberschidigungen, aber auch bei anderen Krankheiten ist dieses 
Gleichgewicht gestért. Uber die Bedingungen der Gleichgewichts- 
erhaltung wissen wir nichts. Durch die menschliche Galle sowie 
durch den Darm wird nur freies Cholesterin ausgeschieden, wib- 
rend seine Resorption mit einer Veresterung in der Darmwand 
einhergeht. Die Bedingungen fiir Bildung und Zerfall der Cholesterin- 
ester sind im Organismus fein gegeneinander abgestuft und der 
Funktion des betreffenden Organs angepabt. 

In der vorliegenden Arbeit wird das enzymatische Verhalten 
der Cholesterinester erneut einer Priifung unterzogen. Um die in 
Wasser schwerldéslichen Ester méglichst in einer der biologischen 
entsprechenden Lésungsform zu verwenden, wird als Substrat 
Serum, und zwar menschliches Serum verwendet. Die Frage, 
inwieweit das Serum selbst Aktivatoren oder Hemmungskérper 
enthilt, bleibt vorlaufig unerértert und es wird nachgewiesen, 
daB dies ohne Beeintrichtigung der Ergebnisse méglich ist. Als 
Enzymquelle dienen die Organe eines Pflanzenfressers (Rind) und 


eines Fleischfressers (Hund), da frische menschliche Organe nicht 
nach Bedarf zur Verfiigung standen. | 
Versuehsteil. 
1. Verfahren. — Enzymlésungen. Organausziige werden in der 


iiblichen Weise hergestellt: Mahlen der noch kérperwarmen Organe, Zer- 
reiben mit Seesand, Aufnehmen in der 4fachen (Darmschleimhaut in der 
doppelten) Menge physiologischer Kochsalzlésung. Die Versuche werden 
unmittelbar nach Fertigstellung der Rohlésung angesetzt. 

Substrat. Als Substrat dient in der Regel normales Menschenserum. 
Statt Serum werden z. T. kolloidal geléste Cholesterinester verwendet. 

Puffer. Da Serum nach der sauren Seite hin eine starke Puffer- 
wirkung entfaltet, sind zu Versuchen beim Neutralpunkt keine Zusatz- 
puffer notwendig. Saure Lésungen werden mittels eines Gemisches von 
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Uber die enzymatische Hydrolyse der Cholesterinester usw. 3 


on-Natriumacetat und 2n-HCl hergestellt. Fiir p;; 5,3 ist die Zusammen- 
setzung des Puffers: 2,0 cem Natriumacetat + 1,4 com HCl + 0,6 ecm H,0O. 
py-Bestimmung elektrometrisch mit einem Potentiometer der Fa. Hellige. 

Versuchsansatz. 1 ccm Serum (oder kolloidale Cholesterinesterlésung 
enthaltend 1,5—2,0 mg Ester in 1 cem) + 0,8 ccm Enzymlésung + 0,2 ecm 
Puffer (bzw. H,O). Gesamtvolumen immer 2,0 cem. Versuchstemperatur 37°. 

Bestimmungsmethode. Die Cholesterinbestimmungen werden in 
Anlehnung an das Verfahren von Schénheimer und Sperry") ausgefiihrt. 
Einige Abinderungen waren erforderlich, weil die Digitoninfillung aus 
Gemischen von Serum und Organrohausziigen beim Auswaschen mit 
Alkohol-Aceton sich teilweise léste. Statt 0,2 cem Serum wurden 1,0 ccm 
verwendet, weil zum Colorimetrieren keine Mikrokiivetten zur Verfiigung 
standen. Der Bestimmungsgang ist kurz folgender: EnteiweiBung der 
Keaktionsmischung nach Bloor. ‘/, des Volumens werden nach Filtration 
eingeengt, mit H,O 70 °/, ig alkoholisch gemacht und 3mal mit Petrolither 
ausgeschiittelt. Die eingeengte Petrolitherlésung wird im Zentrifugenglas 
zur Trockne gebracht und mit 1ecem 1°/,iger alkoholischer Digitoninlésung 
versetzt. Einengen auf 3/, cem und Versetzen mit 2 cem Aceton—Wasser 1:1 
in der Wirme. Der Niederschlag wird, nach jeweiligem Zentrifugieren, mit 
1 eem Aceton, dann 1 cem Aceton-Ather 1:1 und schlieBlich mit 2 ecm 
Ather gewaschen. Der trockne Niederschlag wird mit 3 cem Hisessig bei 60° 
gelést und mit 4 cem Essigsiureanhydrid und 0,1 cem konzentrierter H,SO, 
versetzt. Nach '/,stiindiger Entwicklung der Farbe bei 37° Ablesen am 
Stufen-Photometer. 


Die angegebene Methode wurde an Hand des gravimetrischen 
Verfahrens von Windaus nachgepriift und ergab befriedigende 
Ubereinstimmung. Bei manchen, besonders bei krankhaft ver- 
‘inderten Seren fielen die Werte des freien Cholesterins zu hoch 
aus. Der Zuwachs an freiem Cholesterin nach der Enzym- 
einwirkung lieB keine Abweichungen erkennen. Nach zahlreichen 
vergleichenden Analysen betriigt der durchschnittliche Fehler bei 
Verwendung von Normalserum noch + 2°/,. Die im folgenden 
wiedergegebenen Zahlen sind durch Doppelversuche gesichert. 
Trotz der etwas zeitraubenden Petrolitherbebandlung kann ein 
Untersucher tiiglich leicht 12 Bestimmungen ausfiihren. 


2. Vorversuche. — Serum allein. Zuniichst wird die Verschiebung 
des Verhiltnisses: freies — zu Estercholesterin unter den Versuchsbedingungen 
ohne Enzymzusatz gepriift: Statt Enzymlésung Zusatz von 0,8 ecm H,0. 
Normalserum K. Die angegebenen Cholesterinwerte beziehen sich stets 
auf 1 eem Serum. 


Freies Cholesterin, Anfangswert 0,55 mg 


‘s , nach 20 Stunden ... py 5,3 0,57 mg 

‘* +i , nach 20 Stunden... pyi7,0 0,30 mg 
Gesamtcholesterin, Anfangswert hie tae a 
" , nach 20 Stunden ... py 5,38 1,73 mg 

. , nach 20 Stunden ... pyi7,0 1,69 mg 


i ie 
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Kine Verinderung des Gesamtcholesterins findet weder bei| 
saurer noch bei neutraler Reaktion statt. Das Verhiltnis des| 


freien zum Kstercholesterin andert sich bei p,= 5,3 nicht, 
Menschliches Serum enthalt demnach keine in saurer Lisung 
wirksame Cholesterinesterase. Bei neutraler Reaktion findet eine 
Abnahme des freien Cholesterins zugunsten der Ester statt. Die 
Esterzunahme wurde auch direkt nachgewiesen nach dem Ver. 
fahren von Rappaport und Engelberg"). Das Ergebnis ist 
eine Bestiitigung der Befunde von Sperry (a.a.0O.), der im Serum 
von Menschen und vom Hund ein cholesterinesterbildendes Enzym 
gefunden hat. Die unter den gewihlten Versuchsbedingungen 
stattfindende Esterbildung wird bei jedem verwendeten Serum 
neu gepriift. 

Enzym allein. Bei allen Organausziigen wird die Ver- 
inderung des Verhiltnisses: freies—zu Estercholesterin unter den 
gegebenen Bedingungen ohne Serumzusatz gepriift. Bei p,, 5,3 
findet durchweg ein geringer Zuwachs des freien auf Kosten des 
gebundenen Cholesterins statt, bis zu 0,10 mg. Milzausziige 
haben stets den héchsten Cholesteringehalt; sie zeigen einen 
Eigenzuwachs bis zu 0,2 mg Cholesterin. Der Cholesteringehalt 
von 0,8 ccm der verschiedenen Organausziige ist aus Tab.1 und 2 


zu entnehmen, wenn man den angegebenen (und konstanten) Be- | 





trag fiir Serumcholesterin vom Anfangswert abzieht. Bei neutraler 


Reaktion ist im Durchschnitt eine geringe Abnahme des freien 
Cholesterins (bis 0,07 mg) festzustellen. 


Spaltversuch mit Rindsleberauszug. Normalserum K. (Choleste- 
rinwerte vgl. o.). In Vers. 3 ist die Enzymlésung vorher 5 Minuten auf 95°, 
in Vers. 4 das Serum 10 Minuten auf 60° (keine Eiweiffillung) erhitzt. 
Zeit: 22 Stunden. Die unter dem Kennwort ,,vorher“, ,nachher“ und 
,Zuwachs“ stehenden Zahlen bedeuten hier wie in den spiiteren Tabellen: 
mg freies Cholesterin in 1 cem Serum vor bzw. nach Hydrolyse. 


























Nr. Probe PH Vorher Nachher Zuwachs 
1 | Normalversuch . . 5,3 0,99 2,10 LAl 
2 | Normalversuch . . 7,0 0,95 0,90 —0,05 
3 | Enzym erhitzt. . . 5,3 1,01 1,02 0,01 
4 | Serum erhitzt. . . 5,3 0,98 2,05 1,07 
5 | Hundeserum ... 5,3 0,89 2,04 1,15 


Rindsleberausziige zerlegen bei p,,5,3 die Cholesterinester des | 
menschlichen Serums in 22 Stunden vollstandig in ihre Bestandteile. 
Bei neutraler Reaktion ist das Enzym wirkungslos. Durch Erhitzen 
wird es zerstért. Hundeserum verhilt sich wie Menschenserum. 
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Uber die enzymatische Hydrolyse der Cholesterinester usw. 5 


Prifung verschiedener Normalseren. Die Cholesterin- 
esterwerte bei 10 gesunden Versuchspersonen schwankten zwischen 
90 und 170 mg-°/,. Das Verhaltnis der Ester zum Gesamt- 
cholesterin blieb zwischen 65 bis 75°/,. Nach 15stiindiger Kin- 
wirkung von Rindsleberausziigen bei p,, 5,3 wurden Spaltungs- 
werte ermittelt, die sich zwischen 70 und 85°/,, bezogen auf die 
anfangliche Cholesterinestermenge, bewegten. Die enzymatische 
Hydrolyse der Cholesterinester in Normalserum ist also eine ziem- 
lich gleichbleibende GréBe. Um alle vermeidbaren Schwankungen 
auszuschalten, sind die im folgenden wiedergegebenen Versuche 
durchweg mit dem Normalserum K. angestellt. Das Serum wird 
bis zu 14 Tagen im Eisschrank aufbewahrt. Wihrend dieser Zeit 
tritt eine Veriinderung der Werte oder der enzymatischen Spalt- 
barkeit nicht ein. In Tab. 1—4 ist 1,15 mg Cholesterin ent- 
sprechend 100°/, Spaltung. 

3. Verteilung der Cholesterinesterasen im Organismus. Der Nach- 
weis einer bei p,, 5,3 wirksamen Cholesterinesterase in der Rinds- 
leber veranlaBte die Untersuchung weiterer Organe. Die bei saurer 
und die bei neutraler Reaktion erhaltenen Werte sind einander 
cegeniibergestellt. 

a) Organausziige vom Rind. Das Gesamtcholesterin bleibt 
bei allen Organen unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
unverindert. Dauer der Enzymwirkung: 22 Stunden. 

















Tabelle 1. 

Organ , Pu Vorher Nachher Spaltung 
Lebe 5,3 0,99 2,14 1,15 
. 7,0 0,99 1,02 0,08 
Milz . 5,3 1,50 2,70 1,20 
aati 7,0 1,50 1,56 0,06 
Niere . 5,3 1,38 2,40 1,02 
ee 7,0 1,38 1,33 — 0,05 
Nebenniere 5,3 1,25 2,19 0,94 
" ple 5 7,0 1,25 1,18 —0,07 
Darmschleimhaut . 5,3 1,27 2,37 1,10 
7,0 1,27 1,48 0,16 
Pankreas .. . 5,3 1,13 1,23 0,10 
,  , Rind I 7,0 1,13 2,13 1,00 
: : a 7,0 0,89 1,35 0,46 
> 7,0 0,98 1,84 0,91 
——ae re 7,0 0,95 1,16 0,21 


Tab. 1 zeigt, daB die meisten Organausziige bei p,, 5,3 einen 
Zuwachs des freien Cholesterins hervorrufen, der einer mehr als 
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80°/, igen Esterspaltung entspricht. Die in Kap. 2 besprochene 
geringe Enzymeigenspaltung ist in den Tabellenwerten mit ent- 
halten. Bei neutraler Reaktion ist keine Enzymwirkung nachweis- 
bar (mit einer Ausnahme). Dabei ist die Cholesterinesterbildung 
im Serum nach Sperry zu beriicksichtigen. Sie betrigt, wie bereits 
mitgeteilt, fiir das verwendete Serum 0,27 mg. In Gegenwart von 
Rohenzym tritt sie nicht oder nur wenig in Erscheinung. 

Kin abweichendes Verhalten zeigt das Pankreas. Es ist bei 
Py 0,3 fast wirkungslos. In neutraler Liésung wirkt es auf die 
Kster hydrolysierend ein. Der Grad der Spaltung war bei zwei 
untersuchten Tieren um 80°/,, bei zwei anderen Tieren wesentlich 
geringer. Kin Grund dafiir la8t sich vorliufig nicht angeben. Bei 
den anderen Organen ist der Unterschied von Tier zu Tier gering. 

b) Organausziige vom Hund. Die Versuche mit Hunde- 
organen sind in genau gleicher Weise durchgefiihrt, wie die mit 
Rinderorganen. Versuchsdauer 26 Stunden. 





























Tabelle 2. 

Organ PH Vorher Nachher Spaltung 
a a 5.8 0,88 1,26 0,36 
a 7,0 0,88 0,84 — 0,04 
Milz. . 5,3 1,33 2,08 0,75 
— 7,0 1,33 1,46 0,13 
Niere. .. . 5,3 1,22 1,37 0,15 
Bian fe 7,0 1,22 1,18 —0,04 
Nebenniere . 5,8 0,86 0,99 0,13 
naar 7,0 0,86 0,60 — 0,26 
Darmschleimhaut . 5,3 1,26 1,32 0,06 
so 7,0 1,26 1,26 0,00 
Pankreas . . 5,3 0,81 1,01 0,20 
* a 7,0 0,81 1,95 1,14 


Auch in Hundeorganen kommt eine bei saurer und eine bei 
neutraler Reaktion wirksame Cholesterinesterase vor. Die Ver- 
teilung entspricht der beim Rind. Die Aktivitit bei p,, 5,3 ist sehr 
gering und erreicht nur bei Leber und Milz héhere Werte. Die 
Aktivitit in neutraler Lésung ist bei Hundepankreas stark und 
regelmaBig vorhanden. Das Gesamtcholesterin bleibt in allen 
Fallen unverindert. 


4. Reinigung der bei p,, 5,3 wirksamen Cholesterinesterase. — 
a) Darstellung haltbarer Enzympriparate. Die Wirksam- 
keit ungereinigter Organausziige nimmt bei 1—2tagigem Stehen 
im Eisschrank erheblich ab. Haltbare Esterasetrockenpraparate 
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werden gewonnen nach einer friiher bei der Darstellung von 
Nukleosidase!*) angegebenen Methode. 

Eine bestimmte Menge Organtrockenpulver wird mit der 5 fachen 
Menge physiologischer NaCl-Lésung '/, Stunde geschiittelt und zentrifugiert. 
0,8 eem des NaCl-Auszuges haben etwa die gleiche Wirksamkeit wie 0,8 cem 
des Frischauszuges. Dies gilt fiir alle untersuchten Organe. Der Anfangs- 
wert des freien Cholesterins ist wesentlich geringer als bei Frischausziigen; 
die Enzymeigenspaltung ist durchweg gleich Null. Auf Zahlenangaben 
wird verzichtet. Ausziige aus 2 Monate lang gelagertem Pulver haben 
unverminderte Wirksamkeit. 

b) Adsorption und Elution des Enzyms. Als Ausgangs- 
material fiir gereinigte Cholesterinesterase sind die Organpulver- 
ausziige wegen ihrer GleichmiBigkeit besonders geeignet. Reinigungs- 
versuche mit Hilfe der Dialyse waren erfolglos, weil die Wirksam- 
keit wihrend der Dialyse verloren ging. Am besten bewihrte sich 
das Adsorptions-Elutionsverfahren. Auf das Durchprobieren der ver- 
schiedenen Adsorptionsmittel, Klutionsmittel, des optimalen p,, usw. 
wird nicht eingegangen. Folgendes Verfahren wird beibehalten: 

1 cem frischer NaCl-Auszug aus Organpulver wird versetzt mit 0,25 ecm 
Phosphatpuffer m/10, py =5,3 und 0,5 cem einer Suspension von Tonerde C 
nach Willstitter und 8 Minuten geschiittelt. AnschlieBend wird zentrifugiert. 
Kein Waschen des Adsorbates. Der Niederschlag wird mit 1 cem Phosphat 
m/10 vom py 7,4 3 Minuten geschiittelt und abzentrifugiert. Die Restlésung 
wird auf Wirksamkeit und Reinheitsgrad untersucht: 5 ccm eines Eluates 
aus Rindsleberpulver werden dialysiert, das Dialysat eingedampft und der 
Riickstand bei 105° getrocknet. Trockengewicht 20 mg. 5 cem rohen 
NaCl-Auszuges aus Rindsleberpulver werden in gieicher Weise behandelt. 
Trockengewicht 254 mg. Das Trockengewicht ist also auf rund */,, zuriick- 
gegangen. 

Spaltversuch bei py 5,3. Dauer 8 Stunden. Ansatz wie gewéhnlich. 


Rohauszug aus Rindsleberpulver: Spaltung 0,40 mg. Anfangswert 0,65 
Kluat - i : Spaltung 0,21 mg. Anfangswert 0,57. 
Die Ausbeute an Cholesterinesterase betrigt in diesem Fall 
etwa 50°/,, wenn man annimmt, daB der zeitliche Verlauf der 
Hydrolyse unabhangig von der Substratkonzentration ist. Das 
trifft, wie aus Tab. 3 ersichtlich ist, zu. Demnach ist durch Ad- 
sorption und Elution eine Anreicherung des Enzyms auf das 
6fache erzielt. Die Enzymausbeute ist Schwankungen unter- 
worfen, die durch die Herkunft der Organpulver von verschiedenen 
Tieren (der gleichen Art) bedingt sind. Der fiir Rindsleber an- 
gegebene Wert von 50°/, stellt einen Mittelwert dar. Die Halt- 
barkeit der Eluate ist gegeniiber den Rohlésungen wesentlich 
gesteigert. Nach 8tigigem Aufbewahren bei + 2° ist die Wirksam- 
keit meist noch 80—100°/, der anfianglichen. Die fiir Rindsleber 
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angegebene Reinigungsmethode wird auch bei den iibrigen Organen 
angewendet. Die Ergebnisse sind denen bei Rindsleber Ahnlich, so 
daf sich eine Wiedergabe der Versuche eriibrigt. Kine Reinigung 


der bei p,, 7,0 wirkenden Esterase ist noch nicht versucht. 


Die Gewinnung reiner Enzymlésungen erméglichte zuverlissigere 
Versuche tiber die Grundlagen der Cholesterinesterspaltung. Im 
folgenden Abschnitt iiber die Kinetik sind stets Eluate aus Rinds- 
leberpulver verwendet. 


5. Kinetik der Cholesterinesterspaltung. — Die p,-Aktivitits- 
kurve. Versuchsdauer 20 Stunden. Ordinate: Zuwachs an freiem Chole- 
sterin in Milligramm mal 100. 


60 
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Das Optimum der Cholesterinesterasewirkung liegt bei p,, 5,2 
bis 5,3. Nach der sauren Seite sinkt die Wirksamkeit bis etwa 
Py, 5 langsam, dann schneller, um bei p,, 3,0 aufzuhéren. Der 
steilere Abfall nach der alkalischen Seite hin ist nicht nur durch 
die abnehmende Stiirke dieses Enzyms, sondern auch durch den 
zunehmenden EinfluB des im Serum vorhandenen cholesterinester- 
bildenden Fermentes nach Sperry bedingt. Daraus erklirt sich 
das Absinken unter die Nullinie von etwa p,, 6,5 ab. 


b) Der zeitliche Verlauf der Cholesterinesterspaltung. 
Py 0,3. Anfangswert 0,62 mg freies Chol. 


Tabelle 3. 
Zeit in Stunden .. 1 2 4 8 12 24 72 
Zuwachs inmg. .. 0,01 0,02 0,08 0,18 0,26 0,58 0,89 
Spaltung in 7... 1 2 7 16 23 51 78 
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Wiahrend der ersten 2 Stunden ist die Spaltungsgeschwindig- 
keit sehr gering. Der weitere Verlauf entspricht einer Reaktion, 
die unabhiingig von der Substratkonzentration ist. Erst bei hohen 
Spaltungswerten fiallt die Geschwindigkeit wieder ab. Es ist an- 
zunehmen, daB am Anfang die Enzymwirkung durch irgendeinen 
Stoff, der wabhrend des Versuchs verschwindet oder gebunden 
wird, gehemmt wird. Eine Hemmung durch die Spaltprodukte 
ist aus dem zeitlichen Ablauf nicht ersichtlich. 

Kine Versuchsreihe mit verschiedenen Enzymmengen ergab eine 
annithernde Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Umsatz. 


6. Einflu8 von Zusatzstoffen auf die Cholesterinesterase. Ver- 
suchsansatz: 1,0 cem Serum + 0,2 cem Siuregemisch fiir py 5,3 + 0,6 ccm 
Rindslebereluat + 0,2 cem Zusatzlésung. Versuchsdauer 21 Stunden. Die 
Kontrollen sind in dieser Versuchsreihe dieselbe Zeit im Thermostaten wie 
die Versuche. Sie enthalten statt 0,6 ccm Enzym 0,6 ccm H,0. 

Das p-Aminoacetophenon ist in der angewandten Konzentration gut 
wasserléslich. Sublimat verursacht bei Ersatz des Acetatpuffers durch 
Phthalat keine Fillung. Das Silbersalz gibt keine Eiweibfillung. Die 
organischen Séuren sind als Natriumsalze zugesetzt. 


Hemmung der Cholesterinesterase. 
Tabelle 4. 

















Zusatzlésung Ohne Eluat | Mit Eluat ” ia 
i. ee 0,57 eS 0,54 
Natriumtaurocholat, 3°/,ig . . 0,57 0,65 0,08 
Natriumglykocholat, 3°/,ig . . 0,57 0,65 0,08 
Natriumdesoxycholat, 3°/,ig. . 0,56 0,67 0,11 
Natriumoleat, 5°/,ig ..... 0,58 0,58 0,00 
p-Aminoacetophenon, 0,5 °/,ig . 0,60 1,00 0,40 
Glycerin, 87°%,ig. ..... - 0,58 0,96 0,38 
Caleiumchlorid, 10°/,ig . . . . 0,57 1,06 0,49 
Natriumfluorid, 5°/,ig ... . 0,60 0,81 0,21 
Sublimat, 0,005 molar .... 0,55 0,78 0,23 
Silbernitrat, 0,005 molar. . . . 0,58 0,80 0,22 


Die in der Tab. 4 mitgeteilten Ergebnisse lassen sich bei 
Anderungen in der Art sowie in der Konzentration der Zusatz- 
stoffe noch genauer auswerten. Doch geben diese Vorversuche 
bereits wertvolle Anhaltspunkte iiber die Spezifitat der Cholesterin- 
esterase. Der wichtigste Befund ist die Hemmung der Cholesterin- 
esterspaltung durch Gallenséiuren und Olsiure. Die gepaarten 
Gallensiuren zeigen bei der gewihlten Konzentration keinen Unter- 
schied gegeniiber Desoxycholsiiure. Die Olsiiure ist als Spalt- 
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produkt aufzufassen, ihre Wirkung ist verstandlich. Die Konzen- 
tration, in der sie bei den gewéhnlichen Spaltversuchen in Freiheit 
gesetzt wird, liegt eine GréSenordnung niedriger als im Zusatz- 
versuch der Tab. 4. Es ist daher kein Widerspruch, wenn der 
zeitliche Verlauf (Tab. 3) eine Einwirkung von Spaltprodukten 
nicht erkennen lift. Zusatzversuche mit Cholesterin wurden nicht 
gemacht, weil nach den Erfahrungen mit kolloidal gelésten Estern 
(vgl. unten) ein einwandfreies Ergebnis nicht zu erwarten war. 
Die im normalen Serum vorhandene Menge freien Cholesterins ent- 
spricht einer etwa 50°/,igen Spaltung der Ester des Serums. 
Nach Willstitter und Waldschmidt-Leitz!%) ist Cholesterin 
ein spezifisches Adsorbens fir Lipase. Unter Beriicksichtigung 
der ausgeprigten Lipasenatur der Cholesterinesterase (vgl. weiter 
unten) ist eine hemmende Wirkung des Cholesterins sehr wahr- 
scheinlich. p-Aminoacetophenon hemmt schon in ganz niederen 
Konzentrationen. Im Gegensatz zu den bis jetzt genannten 
Stoffen hemmen die Schwermetalle und das Natriumfluorid un- 
spezifisch. Eine Einwirkung des Calciumchlorids ist nicht sicher 
feststellbar. 


7. Spaltversuche mit kolloidal gelosten Cholesterinestern. Zur 
genaueren Untersuchung der beschriebenen Cholesterinesterase ist es 
wiinschenswert, mit einem einheitlichen reinen Substrat zu arbeiten. Es 
wurde daher versucht, kolloidal geléste Cholesterinester zu spalten. Palmitin- 
und Olsiureester wurden synthetisch hergestellt. Ferner wurde aus mensch- 
lichem Serum Cholesterinester isoliert und aus Alkohol und Aceton um- 
krystallisiert, bis Schmelzpunkt und Jodzahl unverindert blieben. Das ver- 
wendete Priparat hatte die Jodzahl 105 und schmolz bei 42°. Die Jodzahl 
liegt also zwischen der des Olsiure- und des Linolsiiureesters (79 bzw. 127). 
Kolloidale Lésungen wurden nach den iiblichen Verfahren teils ohne Zu- 
siitze, teils unter Zusatz von Albumin, Gelatine und Glycerin hergestellt. 
Sie zeigten eine fiir diese Versuche ausreichende Bestindigkeit, doch war 
der Dispersititsgrad verhiltnismiBig gering. Wasserklare kolloidale 
Lésungen standen uns zur Verfiigung durch das Entgegenkommen der 
Firma Behringwerke Marburg, die Olsiiureester sowie den aus Serum ge- 
wonnenen Ester in wiBrige, unbegrenzt haltbare Lésung brachte. 


Die verwendeten Enzymlésungen waren teils roh, teils durch Adsorption 
und Elution gereinigt. Ihre Wirksamkeit wurde jeweils an Serum gepriift. 
Einige Beispiele sind in Tab. 5 zusammengestellt. 


Die Spaltbarkeit kolloidaler Cholesterinester ist, im Vergleich 
zu Serum, sehr gering. Der synthetische Ester scheint schwerer 
angreifbar zu sein als der aus Serum gewonnene. Zu Serum 
zugesetzter kolloidaler Ester ergibt keine entsprechende Ver- 
mehrung des freien Cholesterins nach Enzymeinwirkung. 
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Spaltung kolloidal geléster Cholesterinester. 
Tabelle 5. 


























An- | Spal- 

Substrat Enzym Po | fang | tung 

mg mg 

Palmitinsiureester .. . Rindsleber, gereinigt 5,3 | 0,03 | 0,03 
Olsiureester ohne Zusatz “ Pe 5,3 0,06 | 0,01 
Bebringw. . - - 5,3 | 0,02 | 0,04 

" 7 . Hundepankreas, frisch 7,0 | 0,56 | 0,06 
Serumester ohne Zusatz . Rindsleber, gereinigt 5,38 | 0,02 | 0,15 
Behringw.. . - frisch 5,3 | 0,37 | 0,34 

. ‘ ‘i gereinigt 5,3 0,01 0,10 

s i _ Rindermilz, frisch 5,3 0,58 | 0,27 

‘ ~ — Rinderpankreas, frisch 7,0 | 0,25 | 0,15 


8. Cholesterinesterspaltung in verschiedenen krankhaft ver- 
anderten Seren. Enzym: NaCl-Auszug aus Rindsleberpulver. py 5,3. 
Versuchsdauer 24 Stunden. 


Tabelle 6. 











Wed ven Ester in Anfang | Zuwachs Spaltung 
1 cem Serum mg mg i 
Herzinsuffizienz . . . 2,85 1,41 1,21 42 
Diabetes ...... 1,56 1,25 0,81 53 
ae 1,21 1,97 0,30 24 
Adipositas ..... 1,81 1,05 1,13 62 
Gesund ...... 1,14 0,99 1,10 96 














Die Spaltbarkeit der Cholesterinester in den krankhaft ver- 
‘inderten Seren der Tab. 6 ist gegeniiber den untersuchten Normal- 
seren stark herabgesetzt. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die bis jetzt bekannten Untersuchungen iiber die enzymatische 
Hydrolyse von Cholesterinestern haben ausschlieBlich die Ein- 
wirkung von Organausziigen in neutraler oder schwach alka- 
lischer Lésung zum Gegenstand. Das Auffinden einer in saurer 
Lisung wirksamen Cholesterinesterase ist das wesentliche neue 
Ergebnis dieser Arbeit. Im Versuchsteil wurden Erfahrungen 
beziiglich des Vorkommens, der Kigenschaften sowie der Abgrenz- 
barkeit des Enzyms mitgeteilt. Aus der in Tab. 1 wiedergegebenen 
Gegeniiberstellung der Enzymwirkung von Rindsorganen in neu- 
traler und in saurer Lésung folgte unerwartet, da die meisten 
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untersuchten Organe bei p,, 5,3, nicht aber oder nur in geringem 
Maf bei p,, 7,0 die Cholesterinester des Serums zerlegen kénnen. 
Es kommt innerhalb von 24 Stunden zur vollstaindigen Aufspaltung. 
Eine Ausnahme macht nur das Pankreas, das in neutraler Liésung 
wirksam ist, jedoch nicht in saurer Lésung. Demnach sind 
mindestens zwei verschiedene Cholesterinesterasen zu _ unter- 
scheiden, von denen die im sauren Bereich wirksame ein all- 
gemeines Zellferment, die andere ein besonderes Enzym des 
Pankreasparenchyms zu sein scheint. Ob es sich um zwei ver- 
schiedene chemische Individuen handelt, oder ob Begleitstoffe das 
Reaktionsoptimum vom Neutralpunkt bis zu p,, 5,3 verschieben 
kénnen, ist unentschieden. Willstaitter, Haurowitz und 
Memmen'"*) beschreiben bei der Reinigung der Magenlipase eine 
Verschiebung des Optimums von p,, 6,4 auf p,, 7,2. 

Die Priifung der entsprechenden Hundeorgane ergab grund- 
sitzlich gleiches Verhalten wie bei Rinderorganen. Doch ist die 
Esterase im sauren Gebiet durchschnittlich schwach, wihrend die 
im Neutralen wirksame Pankreasesterase wahrscheinlich starker 
ist als die des Rindes und sicher ein gleichbleibenderes Vorkommen 
zeigt. Die qualitative Ubereinstimmung im Vorkommen und in 
der Verteilung der beiden cholesterinesterspaltenden Enzyme bei 
einem Pflanzenfresser und bei einem Fleischfresser weist auf eine 
allgemeinere Giiltigkeit des Befundes hin. Der Nebenniere kommt 
keine besondere Bedeutung bei der Spaltung der Cholesterin- 
ester zu. 

Eine wesentliche Erleichterung zum Studium der Cholesterin- 
esterase bot die Darstellung haltbarer Enzympriparate sowie ihre 
Reinigung durch Adsorption und Elution. Aus den mit der ge- 
reinigten Esterase durchgefiihrten kinetischen Versuchen lassen 
sich folgende Vergleichspunkte mit den bereits bekannten Lipasen 
entnehmen: Der zeitliche Verlauf der Cholesterinesterase ent- 
spricht, abgesehen vom Anfangsteil, dem anderer Lipasen (bzw. 
Hsterasen). Nach Rona und Ammon?) haben alle Lipasen 
nullmolekularen Verlauf, d.h. sie verhalten sich so, wie wenn 
stets ein Uberschu8 an Substrat vorhanden wiire. Die anfingliche 
Latenzzeit ist ebenfalls bei Lipasen beschrieben. Willstitter, 
Kuhn, Lind und Memmen!’*) berichten von einer anfinglichen 
Hemmung der Spaltung von mandelsaurem Athyl durch Leber- 
esterase. Die Ursache war dort die Verunreinigung des Sub- 
strates durch Phenylglyoxylsiureithylester, der im Laufe der 
Enzymeinwirkung verbraucht wird. Auch die Hemmungsversuche 
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sprechen fir die Lipasenatur der Cholesterinesterase. Nach 
Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Memmen") wird 
Pankreaslipase in saurer Lisung durch Olsiiure und gallensaure 
Salze gehemmt, wihrend Calciumchlorid wirkungslos ist. Die 
hemmende Wirkung des p-Aminoacetophenons wird durch die 
Versuche von Murray?®) erklirt. Nach Murray wird Pankreas- 
lipase durch Acetophenon, weniger auch durch Anilin in spezi- 
fischer Weise gehemmt. Er zeigte, dab diese Hemmung auf die 
Bindung des Enzyms an die CO- bzw. NH,-Gruppe zuriickzufiihren 
ist. Natriumfluorid ist dagegen ein unspezifisches Enzymgift. 

In allen diesen Punkten herrscht weitgehende Ubereinstim- 
mung zwischen Cholesterinesterase und anderen Lipasen. Trotzdem 
ist eine Identitaét mit der von Knaffl-Lenz?*) beschriebenen 
Rindsleberesterase nicht wahrscheinlich. Das p,-Optimum der 
Cholesterinesterase liegt bei p,, 5,3, das der Esterase von Knaffl- 
Lenz im alkalischen Gebiet. Lipasen aus Siiugetierorganen mit 
einem Optimum unter p,, 6,0 sind bisher nicht bekannt. Kin Ver- 
gleichsversuch: Der Rohauszug eines Rindsleberpulvers von hohem 
Cholesterinesterasegehalt entfaltete gegeniiber Tributyrin eine stark 
hydrolytische Wirkung. Nach Adsorption und Elution in der an- 
gegebenen Weise nahm der Lipasegehalt im Gegensatz zum Chole- 
sterinesterasegehalt stark ab. Die Spaltbarkeit des Tributyrins 
bei p,, 5,3 war sehr gering, sie war besser bei p,, 7,0. Umgekehrt 
bei Cholesterinester. Kin nach Willstitter und Waldschmidt- 
Leitz (a.a.O.) gewonnenes Acetontrockenpulver aus Rindsleber 
wirkte stark hydrolysierend auf Olivenél, gar nicht hydrolysierend 
auf Cholesterinester. Es ist also méglich, lipasefreie Chole- 
sterinesterase wie auch cholesterinesterasefreie Lipase 
zu erhalten. Es ergibt sich, dai die bei saurer Reaktion 
wirksame Cholesterinesterase ein den bekannten Lipasen 
ihnliches, aber von diesen unterscheidbares Enzym 
darstelit. 

Besondere Beachtung wurde der Spaltbarkeit von kolloidal 
gelésten Cholesterinestern gewidmet. Aus Tab. 5 geht hervor, daB 
eine Vermehrung des freien Cholesterins nur in geringem AusmaBb 
erzielt wurde. Wihrend der synthetische Olsiureester praktisch 
unveraindert blieb, konnte eine geringe Spaltung bei Verwendung 
eines aus menschlichem Serum gewonnenen Esters einwandfrei 
festgestellt werden. Eine Erklirung dieses Unterschiedes bietet 
vielleicht die Jodzahl, die bei dem synthetischen Ester der 
Theorie (79) entsprach, bei dem Praparat aus Serum aber nach 
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hiufigem Umkrystallisieren bei 105 stehen blieb. Wessel?°) fand 
in dieser Klinik, daB Pferdeserum betrichtliche Mengen Chole- 
sterin—Linolsiiureester enthilt. Ob die Anzahl der Doppelbindungen 
der Fettsiurekomponente fiir die Spaltbarkeit der Ester von Be- 
deutung ist, ist durch spatere Untersuchungen zu klaren. Die 
Arbeit von Utzino und Tsunoo”) lehrt, daB die Natur der Siure 
groBen EinfluB hat. Die Forscher untersuchten die Spaltbarkeit 
wasserlislichen Cholesterinphthalsiureesters durch Leber-, Nieren- 
und Milzausziige vom Rind und fanden im Héchstfall eine Spaltung 
von 3,4°/,, berechnet auf Gesamtester. 

Schwer erklirbar sind nach diesen Befunden die Angaben 
von Nomura (a. a.Q.) iiber die Spaltung von kolloidalem Chole- 
sterinélsiureester durch Organausziige bei neutraler Reaktion. Ein 
unmittelbarer Vergleich mit den Werten der vorliegenden Arbeit 
ist nicht méglich, weil Nomura in den meisten Fallen betriicht- 
lich héhere Fermentmengen verwendete. Mit geringeren Ferment- 
mengen erzielte er ebenfalls niedrige Spaltungsgrade, doch sind 
seine Zahlen nicht einheitlich und daher schlecht auszuwerten. 
Die bei so groben Fermentmengen wichtige Fermenteigenspaltung 
wurde von ihm nicht beriicksichtigt. Die Mitteilungen von Miller 
und von Wendt finden durch die vorliegende Arbeit eine Be- 
stitigung. Auch die Befunde von Sperry iiber das Vorhandensein 
eines cholesterinesterbildenden Fermentes im menschlichen Serum 
lhieBen sich bestiitigen, ferner seine Angabe, daf Gallensiiuren die 
Ksterbildung im Hundeserum in eine Esterspaltung umkehren. 
Vergleicht man diese Tatsache mit der von Nedwedski (a. a. O.) 
beschriebenen Beschleunigung der Cholesterinestersynthese durch 
Gallensiuren in Gegenwart von Pankreaspulver, so sieht man, wie 
unklar zur Zeit die Rolle der Gallensiuren beim Auf- und Abbau 
der Cholesterinester noch ist. 

Die physiologische Bedeutung der bei saurer Reaktion wirk- 
samen Cholesterinesterase scheint auf den ersten Blick nicht recht 
verstiindlich. Die Fliissigkeiten in den groSen Hohl!systemen des 
Korpers, das Blut oder die in den Darm flieBenden Sekrete des 
Pankreas und der Galle sind schwach alkalisch. Jedoch treten 
im intermediiren Stoffwechsel durch die Zelltiitigkeit stets saure 
Produkte auf, die sich vielfach értlich anhiufen. Die ununter- 
brochen stattfindende Zellmauserung im gesunden Organismus ist 
vom Auftreten saurer Reaktion in kleinsten Bereichen begleitet. 
Bei krankhaften Zustinden: im Fieber, bei Entziindungen, Hyper- 
thyreose, Vergiftungen, Acidose treten derartige értliche Saure- 
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anhiiufungen in viel ausgedehnterem Mafe auf, wobei die Reaktion 
les Blutes fast unveriindert bleibt. Schade?’) hat fiir den Fall 
der ortlichen Entziindung festgestellt, dai der Saiuregrad bis auf 
py 0:7 steigen kann. Schmidtmann und Matthes**) haben nach- 
sewiesen, daB diese ,H-Hyperionie* von den Zellen ausgeht. Sie 
fanden innerhalb lebender Leukocyten ein p,, von 5,85, in der 
umgebenden Fiiissigkeit p,, 6,32. Es kommt dann Ortlich zur 
Vermehrung des freien Cholesterins, das dem Blute direkt oder 
auf dem Lymphwege zugefiihrt wird. Ks ist naheliegend, anzunehmen, 
daB wir hier eine wesentliche Quelle des freien Blutcholesterins 
vor uns haben, denn das aus der Nahrung stammende Cholesterin 
wird in der Darmwand verestert. Sperry (a. a. QO.) hat gefunden, 
daB im isolierten Serum kein Gleichgewicht herrscht zwischen 
‘reiem und gebundenem Cholesterin, sondern daB eine dauernde 
Zunahme der Ester auf Kosten des freien Cholesterins stattfindet. 
Sperry nimmt an, daB ein Mechanismus auBerhalb des Blutes 
das Cholesterin / Ksterverhaltnis reguliert. Kin solcher Mechanismus 
ist gegeben in der steten Nachlieferung freien Cholesterins durch 
den Zellzerfall. Die Aufgabe der bei saurer Reaktion wirksamen 
Cholesterinesterase beschriinkt sich, wenn die gegebene Deutung 
ausreichend ist, auf die regressiven Vorgiinge in der Zelle. 
Anders liegen die Verhiltnisse bei dem im Pankreas vor- 
kommenden, in neutraler Lésung wirksamen Knzym. Das Pankreas 
hat vorwiegend sekretorische Funktion, und das Sekret ist alka- 
lisch. Da mehrere Untersucher eine Cholesterinesterbildung durch 
Pankreaspriiparate bei neutraler Reaktion beschrieben haben, mub 
iuan annehmen, dab bei Synthese wie bei Hydrolyse der Chole- 
sterinester ein echtes, also von beiden Seiten erreichbares Gleich- 
cewicht herrscht. Die jeweilige Richtung der Reaktion ist durch 
das Massenwirkungsgesetz gegeben. Ein ganz entsprechendes 
Verhalten der Pankreaslipase gegeniiber i-Amylbutyrat ist von 
Dietz?4) beschrieben. Eine eingehendere Untersuchung iiber die 
Bedingungen der Reaktionsumkehr wird in Angriff genommen. 
Infolge der leichten BeeinfluBbarkeit der Cholesterinesterasen 
sind Natur und Konzentration der Begleitstoffe genau zu _be- 
achtende Griffen. Kine Anderung wurde in der vorliegenden Arbeit 
dadurch vermieden, da8 fiir alle mitgeteilten Versuche das Serum 
ein und derselben Versuchsperson verwendet wurde. Wihrend 
die Schwankungen im Spaltungsgrad bei Verwendung verschiedener 
Normalseren nicht sehr gro8 sind, ist bei den in der T'ab. 6 unter- 
suchten krankhaft veriinderten Seren eine starke Abnahme der 
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Cholesterinabspaltung zu erkennen. Es handelt sich durchweg 


um Stoffwechselerkrankungen, unter denen der Ikterus die stiirkste | 


Hemmung hervorruft. Als Ursache der Hemmung kommt sowohl 
die Vermehrung des freien Cholesterins wie die Gegenwart von 
Gallensiiuren in Frage. Uber diese Verhiltnisse soll an anderer 
Stelle ausfihrlicher berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


1. In Organausziigen vom Rind gibt es zwei verschiedene 
Enzyme, die eine Aufspaltung der Cholesterinester in mensch 
lichem Serum bewirken. Das eine spaltet optimal in neutraler 
Loésung, das zweite bei p,, 5,3. Das erste ist nur in Pankreas- 
ausziigen stark wirksam, das zweite kommt in vielen Organen vor, 
es ist kraftig in Leber, Milz, Niere, Darmschleimhaut, schwach 
dagegen im Pankreas. 


2. Beim Hund finden sich grundsitzlich die gleichen Ver- 
hiltnisse wie beim Rind. Jedoch ist die in saurer Lésung wirk- 
same Esterase wesentlich schwiicher als dort. 


3. Bestiandige Cholesterinesterase wird nach einer friiher an- 
gegebenen Methode der Organtrockenpulverherstellung gewonnen. 
Wirksamkeitsverluste treten dabei nicht auf. Das Enzym 1laft sich 
sich aus NaCl-Ausziigen an Tonerde adsorbieren. Eluieren mit 
Phosphat ergibt 50°/, Ausbeute bei gleichzeitigem Absinken des 
Trockengewichtes auf '/,,. 


4, Das in saurer Liésung wirksame Enzym wird durch Gallen- 
siuren, Olsiure, p-Aminoacetophenon und durch unspezifische 
Enzymgifte gehemmt. 

5. Kinetik und Hemmungsversuche zeigen, daf das bei p,, 5,3 


optimal wirksame Enzym Lipasenatur hat. Es ]aéBt sich aber von 
den bekannten Lipasen unterscheiden und abtrennen. 


6. Die Spaltbarkeit von kolloidalen Cholesterinestern ist 


wesentlich geringer als die der in Serum vorhandenen Ester. 


7. Der Spaltungsgrad der Cholesterinester von Normalseren 
ist eine ziemlich gleichméBige GréBe. Bei den bisher untersuchten 
Seren Stoffwechselkranker, besonders von parenchymatisem Ikterus, 
ist die Spaltbarkeit der Cholesterinester stark herabgesetzt. 


Fraulein I. Dieffenbach leistete bei der Ausfiihrung der 
Versuche wertvolle Hilfe. 
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Uber die enzymatische Hydrolyse der Cholesterinester usw. 
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Die Bildung von Aminosduren aus ¢-Dicarbonylverbindungen. 
Glykokollderivate aus Glyoxal. 


Von 
Kurt Maurer und Ernst Heinrich Woltersdorf?'). 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Rostock.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1938.) 


Bekanntlich entstehen aus «-Dicarbonylverbindungen, sofern 
sie eine Aldehydgruppe enthalten, durch intramolekulare Dis- 
mutation @-Oxysauren, also im einfachsten Fall aus Glyoxal die 
Glykolsiure. Ubertragt man diese Reaktion auf -Iminoaldehyde. 
so miBte in analoger Weise eine «-Aminocarbonsiure gebildet 


werden. pc cH R—CH—COOH 
! I + H,O —> | 
NH NH, . 

Dieser wichtigen Reaktion ist bisher wenig Beachtung ge- 
schenkt worden, obwohl sie fiir die natiirliche Bildung von Amino- 
siuren durchaus in Betracht kommt. Ihre Umkehrung ist bereits 
durch Versuche von H. D. Dakin’) bekannt geworden, der nach- 
weisen konnte, da8 aus Alanin in wabriger Lésung durch p-Nitro- 
phenylhydrazin das Methylglyoxal als Osazon abgeschieden werden 
am CH,—CH(NH,)COOH -—-> CH,-CO-CHO + NH,. 

Die Umkehrung dieser Reaktion ist im Reagenzglas bisher nicht 
gelungen. In der Leber scheint nach Angaben Dakins eine 
Alaninsynthese aus Methylglyoxal und Ammoniak zu erfolgen. 

Die wenigen bekannten Tatsachen iiber die Beziehungen 
zwischen «-Dicarbonylverbindungen und Aminosauren sind yon 
F. Knoop’) in seiner Schrift ,,Oxydationen im Tierkérper“ zu- } 
sammengestellt worden, wo die vorhandene Literatur zu finden ist. 
Unsere Versuche wurden an verschiedenen Systemen aus- 
gefiihrt, wobei sich besonders in der Reihe heterocyclischer 
Verbindungen einige wichtige Beobachtungen ergaben. Uber diese 
soll aber erst spater berichtet werden. In vorliegender Arbeit 


erry 


1) Vgl. Dissert. E. H. Woltersdorf, Rostock 1938. 
2) J. of Biol. Chem. 14, 555 (1913); 15, 127 (1918). 
5) Oxydationen im Tierkérper, Stuttgart 1931, S. 22—26. 
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werden die Erfahrungen, die mit Glyoxal und aliphatischen Aminen 
cemacht worden sind, mitgeteilt. 

Erwirmt man Glyoxalbisulfit in alkoholischer Lisung mit 
aliphatischen Aminen, so bildet sich in einigen Stunden ein 
Aminosdureamid. Die Ausbeute betrigt im besten Fall 60 bis 
70°/, d. Th. Dadurch ist bewiesen, daB die Reaktion intra- 
molekular vor sich geht. Da sich Glyoxal sehr leicht poly- 
merisiert, hingt der Erfolg der Reaktion stark von den Versuchs- 
hedingungen ab, wobei das Liésungsmittel und das p, von 
ausschlaggebender Bedeutung sind. 

Als Lésungsmittel bewihrte sich in den meisten Fallen 
Alkohol sehr gut, in dem sich die Komponenten — Glyoxal- 
bisulfit und Amin — bei Wasserbadtemperatur befriedigend um- 
setzen. Ks ist dabei nicht einmal notwendig das p,, der Lésung 
zu korrigieren. Schidlich ist die Gegenwart von Wasser. Bringt 
man es in die Reaktionsliésung, so tritt sofort starke Verharzung 
ein, die sich durch Dunkelfairbung der Lésung bemerkbar macht. 
Erst gegen Ende der Reaktion verschwindet die Wasserempfind- 
lichkeit, und man hat dadurch die Méglichkeit den Reaktions- 
ablauf zu kontrollieren. 

Arbeitet man in wibriger oder in alkoholisch-wiBriger 
Lésung, so ist es erforderlich das Amin mit Saure zu neutrali- 
sieren. Ohne Puffergemische zuzusetzen, haben wir mit Kssig- 
siiure solche Versuchsansiitze auf ein p, von 8 gebracht und 
beobachtet, daB wihrend der Umsetzung die Wasserstoffzahl 
auf 5—6 sinkt. Bei Wasserbadtemperatur ist die Reaktion im 
allgemeinen nach 4—5 Stunden beendet. LaBt man die Ansiatze 
bei Raumtemperatur stehen, so ist der Endpunkt nach 10 bis 
12 Tagen erreicht. Im ganzen sind die Ausbeuten in wibBriger 
Liésung unter den geschilderten Bedingungen schlechter als in 
alkoholischer Lésung. 

Es wurden unter den verschiedenen Bedingungen aus Glyoxal- 
bisulfit folgende Glykokollderivate gewonnen. Mit Athylamin das 
N-Athyl-glycin-iithylamid, mit Methylamin das Sarkosin-methyl- 
amid und mit Diithylamin das N-Diathyl-glycin-diithylamid. Die 
Charakterisierung dieser Verbindungen geschah teils durch bekannte 
Salze und Derivate; einige, die noch nicht bekannt sind, sich aber 
zum Nachweis besonders gut eignen, haben wir neu beschrieben. 

Uber den Reaktionsverlauf geben die folgenden Formulie- 
rungen Aufschlu8. Im Falle primirer Amine wird sich sicherlich 
ein Gleichgewicht zwischen Aldehydammoniak und Schiffscher 


9* 
oa 
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Base einstellen, wie Formel I zeigt. Die Wasserstoffverschiebung 
fiihrt dann zur Aminosiure. 
H—C—CHOH CH,—C=0O 
he NHR ‘ NHR NHR ‘ 
Mit sekundiéren Aminen kann keine Schiffsche Base gebildet 
werden, die Additionsverbindung I] kann aber unter Wasser- 
abspaltung direkt in die Enolform des Glykokollderivates iibergehen. 


I 


OH 
| 2 

i Don HC——C—OH 
Loo im —> »~—=s«s |_| 
NR, NR, NR, NR, . 


In keinem Fali kann die Reaktion so verlaufen, daB unter 
dem EinfluB des Amins zuerst Glykolsiiure gebildet wird, die 
dann Substitution erleidet. Unter unseren Versuchsbedingungen 
bildet die Glykolsiure lediglich das Ammoniumsalz. O. Hinsberg}) 
hat vor 50 Jahren die Umsetzung von Glyoxalbisulfit und Anilin 
beschrieben und den Reaktionsverlauf iiber die Glykolsiiure er- 
kliren wollen. 

Nach den Versuchen mit Glyoxalbisulfit war zu priifen, ob 
man auch vom freien Glyoxal aus zu Glykokollderivaten ge- 
langen kann. Dies ist modglich, wenn man unter schonendsten 
Bedingungen arbeitet. Wir wendeten polymeres Glyoxal an und 
machten folgende Erfahrungen. 

In alkoholischer Lésung entstand nicht nur das Amino- 
situreamid, sondern daneben auch der Aminosiureester. Die 
Menge der gebildeten Stoffe war stark vom p, der Lésung ab- 
hingig. In neutralem oder schwach alkalischem Milieu wurden 
beide Verbindungen in ungefihr gleicher Menge gebildet, wihrend 
bei schwach saurer Reaktion nur der Aminosiureester erschien. 
Die Gesamtausbeute betrug bei Zusatz von Essigsaéure aber nur 
durchschnittlich 40°/,. Da wir Ausbeuten tiber 50°/, forderten, 
lieBen wir die ganze Reaktion unter Durchleiten von Kohlensdure 
ablaufen, wodurch eine weitgehende Pufferung erreicht war, und 
erhielten in alkoholischer Lésung unter diesen Bedingungen 
65°/, Ausbeute an Amid + Ester. Die Versuche wurden mit 
Glyoxal und Diathylamin durchgefiihrt, da das N-Diithyl-glycin- 
diithylamid als Pikrat und der Ester als Jodiithylat leicht 
quantitativ zu bestimmen waren. In kleiner Menge fand sich unter 
den Reaktionsprodukten stets noch etwas Triithylbetain, das 





1) Ber. chem. Ges. 21, 110 (1888). 
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ns durch Umlagerung aus Diithyl-glycinester entstanden sein muBte, 
wie schon aus R. Willstaétters') Untersuchungen hervorgeht. 

In wiBriger Loésung gelang die Umsetzung von freiem 
Glyoxal und Aminen nicht, selbst unter den mildesten Reaktions- 
bedingungen iiberwog in jedem Fall die Polymerisation. Auch mit 








































“sig Ammoniak hatten wir bisher keinen Erfolg. Glyoxal bildet damit, 
wn wie schon lange bekannt ist, Imidazolderivate*) bzw. Glykosin’). 
, Die Ubertragung der beim Glyoxal gemachten Erfahrungen 
auf das Phenylglyoxal fiihrte bisher zu keinem greifbaren Ergebnis. 
Nach unseren Versuchen ist Phenylglyoxal gegen Basen und ihre 
Salze viel empfindlicher als Glyoxal. Die Umsetzung mit Anilin 
— fiihrte zu dem von Kréhnk e beschriebenen Phenyl-glyoxal-dianil- 
die hydrat vom Schmelzp.97° Kine Dismutation konnte nicht beob- 
wee achtet werden. . . _ 
e}) | | Methylglyoxal ist ebenfalls gegen Amine sehr emptindlich, 
lin | wir konnten deshalb bisher keine einheitlichen Reaktionsprodukte 
ni isolieren. | 
In einem Fall gelang es aber zu einem definierten Um- 
b setzungsprodukt zu kommen. Mischt man Methylglyoxal mit 
“ Ammoniumacetat in wibriger Lésung unter Zusatz von Reinecke- 
a salz, so scheidet sich bei Zimmertemperatur nach 24—36 Stunden 
me ein Reineckat ab, das nicht, wie wir annahmen, Ammonium- 
| reineckat war, sondern die Zusammensetzung des Alanin-amid- 
7" reineckates hatte. Wir verglichen dieses Reineckat mit dem des 
Jie d,l-Alaninamids und konnten keinen Unterschied finden. Da die 
“" freie Aminosaure aus dem Salz noch nicht isoliert werden konnte, 
“a betrachten wir dieses Ergebnis als noch nicht ganz sicher und 
oa werden die Reaktion weiter studieren. . | 
Die Untersuchung wird nach verschiedenen Richtungen 
oe fortgesetzt. 
n, Experimenteller Teil. 
re I. Versuche mit Glyoxal-Natriumbisulfit. — N-Diithyl-glycin- 
id diithylamid. 26,4 g Glyoxalbisulfit werden in 100 eem Alkohol suspen- 
diert und 15 g Diiithylamin zugesetzt. Man erwiirmt 5 Stunden auf dem 
, Wasserbad, wobei die Mischung gelb wird. Eine Probe wird nach dieser 
it Zeit auf Zusatz von Wasser nicht mehr schwarz. Der grobe Bisulfitnieder- 
lie schlag hat sich in einen feinkrystallinen Niederschlag von Sulfit um- 
it gewandelt. Nach dem Erkalten saugt man ab und wischt mit Alkohol 
griindlich nach. Das Filtrat wird voéllig eingedampft, wobei auch unver- 
ry brauchtes Diithylamin entfernt wird. Der zuriickbleibende goldgelbe Sirup, der 
') Ber. chem. Ges. 30, 1508 (1897); 35, 605 (1902). 
*) Liebigs Ann. 107, 204 (1859). 5) Liebigs Ann. 456, 253 (1927). 
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noch etwas Sulfit enthilt, wird in wenig Wasser gelést und eiskalt mit 
20 cem 40°/, iger Natronlauge versetzt. Nach Zusatz von Kaliumcarbonat 
im UberschuB scheidet sich die Base als briunliche Schicht ab, die sofort 
in Ather aufgenommen wird. Nach mehrmaligem Ausithern wird die Ather- 
lésung nach Trocknen mit Pottasche eingedampft und der Riickstand bei 
14mm Druck bei 94—98° iiberdestilliert. Die Ausbeute betriigt durch- 
schnittlich 60°/,. 

Das Diithyl-glykokoll- diithylamid stellt ein schwach gelbes Ol dar, 
das in organischen Lésungsmitteln, wie in kaltem Wasser gut ldslich ist. 
Erwiirmt man aber die wiBrige Lésung, so triibt sie sich und scheidet in 
der Siedehitze die Base als Ol ab. Gegen Siuren ist das Amid recht 
bestindig. 

Jodithylat: Erwirmt man das Diiithyl-glycin-diithylamid mit der 
diquivalenten Menge Jodithyl 10 Minuten auf dem Wasserbad, so krystalli- 
siert das Jodithylat beim Erkalten aus. Aus Aceton farblose Nadeln, die 
bei 155° schmelzen. In Wasser und Alkohol ist es leicht léslich. 


0,1634 g Subst.: 0,1124 g AgJ. — 5,629 g Subst.: 0,404 cem N (22° 
750 mm). 
C,,H,,N,OJ Ber. J 37,12 N819 Gef. J 37,18 N 8,19. 


Reineckat: Mit einer alkoholischen Lésung von Reineckesalz scheidet 
die Base ein in sechseckigen, carminroten Blittchen krystallisierendes Salz ab. 

Pikrat: Man lést das Amid in 1'/, fachen Volumen Alkohol und setzt 
die 3fache Menge alkoholische Pikrinsiiure dazu. Nach kurzer Zeit, be- 
sonders nach dem Anreiben krystallisiert das gelbe Pikrat, das aus Alkoho! 
umgelést wird. Schmelzp. 122°. 

In der Literatur ist dieses Pikrat 2 mal erwihnt. Hahn und Loos?) 
geben den Schmelzp. 183° an und formulieren die Substanz mit Krystall- 
wasser. An anderer Stelle*) wird das Pikrat ohne Krystallwasser mit dem 
Schmelzp. 122° beschrieben. Wir stellten zum Vergleich das Diithylglycin- 
diiithylamid aus Chloracetylchlorid her und verglichen das Pikrat dieses 
Priiparates mit unserem ersten. Es schmolz ebenfalls bei 122°. Die Analysen 
lieferten Werte fiir das Pikrat ohne Krystallwasser. 


Umsetzung von Glyoxalbisulfit mit wiBriger Diithylammo- 
nium-acetatlésung. 15g Diithylamin in 20 ccm Wasser werden mit 
Essigsiiure 1:1 auf ein py von 8,5 gebracht und dann eine gesiittigte 
wiBrige Lisung von 26,4 g Glyoxalbisulfid zugesetzt. Man erwirmt die 
Mischung 5 Stunden auf dem Wasserbad, dampft hierauf im Vakuum ein 
und zieht den mit Sulfit durchsetzten Niederschlag mehrere Male mit Alkohol 
aus. Die vereinigten Alkoholausziige werden von noch etwa ausgefallenem 
Sulfit befreit und der Alkohol abgedampft. Der Riickstand wird, wie im 
ersten Versuch beschrieben, aufgearbeitet. Die Ausbeute an Diithylglycin- 
amid betrigt unter diesen Bedingungen nur etwa 28°/). 

N-Athylglycin-athylamid. Zu 13 g Glyoxalbisulfit in 30 cem 
Alkohol gibt man unter guter Kihlung 5 g (7 ccm) Athylamin und erwirmt 
im geschlossenen Rohr 5 Stunden im Wasserbad. Nach dem Erkalten wird 
vom ausgeschiedenen Sulfit abgesaugt und die alkoholische Liésung ein- 
gedampft. Der sirupése Riickstand wird mit Alkali und Pottasche versetzt 





1) Ber. chem. Ges. 51, 1441 (1919). *) Chem. Z. 1931, I. 253. 
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und die Base mit Ather extrahiert. Nach dem Destillieren des Athers bleibt 
ein hellbraunes Ol, das sich bei der Vakuumdestillation zum Teil zersetzt. 
Man setzt daher am besten alkoholische Salzsiiure bis zur deutlich sauren 
Reaktion zu und 148t das Chlorhydrat in Eis krystallisieren. Aus abso- 
lutem Alkohol erhilt man farblose Nadeln, die bei 179° schmelzen. Aus- 
beute 61°/,. 
0,0274 g Subst.: 0,0432 g CO,, 0,0214 g H,0. 
C,H,,ON,Cl Ber. C 48,24 H 9,00 Gef. C 43,00 H 8,76. 


Pikrat: Die freie Base gibt mit alkoholischer Pikrinsiiure sofort ein 
Pikrat, das bei 185° schmilzt. Es ist leicht léslich in Wasser und in sieden- 
dem Alkohol. 

Sarkosinmethylamid. Zur Darstellung verfihrt man in der gleichen 
Weise, wie es beim Athylglycin-aithylamid beschrieben wurde. Aus 13 g 
Glyoxalbisulfit wurden 3 g Sarkosinmethylamid erhalten. 60°/, Ausbeute. 
Mit alkoholischer Salzsiiure entsteht aus der dligen Base das Chlor- 
hydrat, das aus Alkohol und wenig Wasser umkrystallisiert wird. Schmelz- 
punkt 223° Ks stellt farblose Krystalle dar, die in Wasser leicht und in 
Alkohol schwer léslich sind. Es ist in der Literatur’) schon einmal be- 
schrieben worden. 

0,0221 g Subst.: 0,0282 g CO,, 0,0163 g H,0O. 

C,H,,ON.Cl Ber. C348 H7,98 Gef. C348 H 8,25. 


Das Pikrat schmilzt bei 175° und laBt sich aus Alkohol oder Wasser 
umkrystallisieren. 

Umsetzung von Glyoxalbisulfit und Methylamin in wibriger Lésung 
bei Zimmertemperatur. In 40 ccm Eiswasser list man 6,5 g Methyl- 
amin und bringt diese Lisung mit verdiinnter Essigsiure auf ein py von 8,5. 
Dann fiigt man eine gesittigte wiBrige Losung von Glyoxalbisulfit (13 g) 
hinzu. Die Lésung betrigt ungefihr 150 cem. Man 1aBt diesen Ansatz 
i4 Tage gut verschlossen unter gelegentlichem Umschiitteln stehen. Die 
Lésung wird im Laufe dieser Zeit gelb. Bei Wasserbadtemperatur von 45° 
dampft man im Vakuum ein und scheidet aus dem Riickstand durch Alkohol- 
zusatz das Sulfit ab. Das alkoholische Filtrat wird eingedampft und der 
tiickstand mit Alkali, Pottasche und Ather, wie bereits beschrieben, auf- 
gearbeitet. Man erhilt 2g Sarkosinmethylamid (40 °/, Ausbeute), die als 
Chlorhydrat isoliert werden. 

2. Versuche mit polymerem Glyoxal. — Umsetzung mit Di- 
ithylamin in alkoholischer Lésung bei alkalischer oder neutraler 
Reaktion. a) 6g polymeres Glyoxal werden unter Erwirmen in 40 ccm 
Alkohol gelést und mit 15 ccm Diithylamin versetzt. Das Ganze wird 
3 Stunden unter RiickfluB auf dem Wasserbad erwiirmt und die dunkel- 
braune Lésung im Vakuum destilliert. Bei 40° Badtemperatur wird zuerst 
der Alkohol entfernt. Das zuriickbleibende 0] gibt folgende 8 Fraktionen. 
1. Bei 72—74° unter 18 mm Druck gehen 3,5 g farblose Fliissigkeit iiber. 
2. Bei 112—114° unter 18 mm sieden 3g hellgelbes Ol iiber. Die erste 
Fraktion bestand einheitlich aus Diithyl-glycinithylester. Diese Ver- 
bindung ist von Willstatter*) wie von Paal und Weidenkaff®*) bereits 


1) Abderhalden, Fermentforsch. 13, 296 (1932); Chem. Z. 1933, I. 2420. 
*) Ber. chem. Ges. 38, 600 (1902). 5) Ber. chem. Ges. 39, 811 (1906). 
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auf anderem Wege dargestellt worden. Wir stellten zum Vergleich die 
Substanz nach Willstitters Angaben her. Der Ester lést sich gut in 
kaltem und schwer in heiBem Wasser. Er liefert kein schwer lésliches 
Pikrat. Kocht man ihn 2 Stunden mit Jodiithyl, so krystallisiert das Jod- 
iithylat quantitativ aus. Es schmilzt bei 123—125° Aus Aceton um- 
krystallisierbar. 

Die zweite Fraktion scheidet beim Stehen 0,5 g Krystalle ab, die sehr 
hygroskopisch sind. Es ist das Triiithylbetain. Die dlige Hauptmenge 
stellt Diithyl-glycin-diithylamid dar. Es wurde in der iiblichen 
Weise als Pikrat und Jodithylat identifiziert Die Gesamtausbeute an 
Glykokoliderivaten betrug 36 °/,. 

b) Die soeben beschriebene Reaktion liBt sich auch bei Zimmer- 
temperatur durchfiihren. Zu diesem Zweck setzt man 6 g Glyoxal in 
100 cem Alkohol mit 15 cem Diithylamin um und li®t den Ansatz 4 Wochen 
im Dunkeln verschlossen stehen. Die Aufarbeitung geschieht in der gleichen 
Weise, wie im vorangegangenen Beispiel beschrieben wurde. Ausbeute 3 ¢ 
Diithylglycinester und 3,5 g Diithylglycin-diiithylamid, insgesamt 38 °/,. 

c) Das gleiche Versuchsergebnis erhiilt man, wenn man den Ver- 
suchsansatz wie unter a) ansetzt, das Amin aber mit Essigsiure vdllig 
neutralisiert. 


Die Umsetzung in saurem Medium. Man gibt 6 g Glyoxal in 
50 cem Alkohol mit einer alkoholischen Liésung von 15 g Diiithylamin, die 
mit Eisessig neutralisiert ist, zusammen und macht mit 3 cem Eisessig 
deutlich sauer. Nach 6 Stunden Erwiirmen auf dem Wasserbad vertreibt 
man zuerst den Alkohol im Vakuum und destilliert dann den Ester bei 
18 mm iiber. Als zweite Fraktion geht bei 86° (18 mm) das iiberschiissige 
Diiithylammoniumacetat tiber. Dieses krystallisiert rasch und wird mehr- 
mals mit Ather ausgeschiittelt, um es vdéllig von Diithylglycinester zu 
befreien. Die Atherlésung und die erste Fraktion werden noch einmal 
gemeinsam destilliert. Man erhilt bei 76° unter 18 mm 6,5 g an freiem 
Ester. 41°/, d. Th. Amid wird bei diesem Ansatz nicht gefunden. 


Die Reaktion unter Kohlensiure. 15g Diithylamin in 50 cem 
Alkohol werden mit CO, gesiittigt. Wiihrenddessen hat man sich eine 
Lésung von 6g polymerem Glyoxal in 50 cem Alkohol bereitet und lift 
diese langsam in die mit CO, gesiittigte Aminlésung eintropfen. Wéihrend 
des ganzen Versuches wird ein langsamer Kohlensiurestrom durch die 
Reaktionsfliissigkeit geleitet. Man erhitzt dabei 4 Stunden auf dem Wasser- 
bad. Im Vakuum wird hierauf bei 40° das Lésungsmittel und die Kohlen- 
siiure entfernt. Es folgen bei 14 mm und 170° 6 g Diiathylglycinester, 
bei 98—100° (14mm) 4—5g Diiithylglycin-diithylamid. Gesamtausbeute 
64 °/, d. Th. 

Giyoxal und Methylamin. 6g polymeres Glyoxal und 6,5 g 
Methylamin werden in 25 cem Alkohol 4 Stunden im geschlossenen Rohr 
auf dem Wasserbad erwiirmt und hierauf der Rohrinhalt im Vakuum 
destilliert. Nach dem vorsichtigen Absieden des Alkohols werden bei 
44—-46° 3 g Sarkosinithylester erhalten. Der Riickstand wird mit alkoho- 
lischer Salzsiiure versetzt und in Eis gekiihlt. Es krystallisiert das schon 
oben beschriebene Chlorhydrat des Sarkosinmethylamids aus. Ausbeute 42°/,. 
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Das p,,-Optimum der Succinodehydrase”*), 
Von 
K. Laki. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 19338.) 


Die Versuche, die zum Ziele hatten, das p,,-Optimum dieses 
Fermentes zu bestimmen, haben zu dem unerwarteten Ergebnis 
cefiihrt, daB das Optimum an verschiedenen Punkten liegt, je 
nachdem ob dieses aerob aus der Sauerstoffaufnahme oder an- 
aerob mit Hilfe von Farbstoffen bestimmt wurde. 

Auf Grund der Sauerstoffaufnahme haben Cook und Alcock?) 
das p,-Optimum als 7,4 angegeben, wihrenddessen ihre mit 
Methylenblau ausgefiihrten Versuche als Optimum p,, 9 ergaben. 
Dieses letztere Ergebnis wurde auch durch Quastel*) erhalten. 
Ahnliche Resultate wurden durch verschiedene Forscher *) angegeben. 

Die Klirung dieser Frage ist auch vom enzymtheoretischen 
Standpunkte aus wichtig. Es erscheint unwahrscheinlich, dai ein 
fiir die Zellatmung so wichtiges Enzym bei einer so alkalischen 
Reaktion ein Optimum hat. Aus diesem Grunde habe ich in 
Thunberg-Versuchen mit verschiedenen Farbstoffen das p,,-Opti- 
mum der Succinodehydrase bestimmt. Die Farbstoffe waren ver- 
schieden in der chemischen Struktur und im Redoxpotential; es 
kamen zur Verwendung: Methylenblau, Toluylenblau, 1-Naphthol- 
Na-sulfonat-2, 6-dichlorphenol-indophenol. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in der Figur aufgezeichnet. 
Die Abszisse gibt das p,, die Ordinate das 10fache der reziproken 
Entfarbungszeit. Aus den Kurven ist ohne weiteres zu ersehen, 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

1) Biochemie. J. 28, 523 (1931). 

*) J. H. Quastel u. Wooldridge, Biochemic. J. 21, 148 (1927). 

8) E. Ohlsson, Skand. Arch. Physiol. 41, 77 (1921); Sh. Tsubura, 
Biochemie. J. 19, 397 (1925). 
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daB im Falle des Methylenblaus das Optimum bei p, 8,75, im 
Falle des Toluylenblaus bei p,, 7,5 und im Falle des 1-Naphthol- 
Na-sulfonat-2,6-dichlorphenol-indophenol bei p,, 8,0 liegt. Dies 
beweist, daB das Optimum der Dehydrase in derartigen Versuchen 
nicht mit Farbstoffen bestimmt werden kann, da in diesen eigent- 
lich nicht das Optimum des Enzyms, sondern das Optimum der 
Reaktion zwischen aktiviertem Substrat und Farbstoff gemessen wird. 
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Die Versuche wurden mit den in diesem Laboratorium gebriuchlichen 
Thunberg-Réohren ausgefiihrt. Das Enzympriiparat wurde nach Banga‘) 
bereitet. Die entsprechenden py wurden durch 0,2-Borat-Puffer hergestellt. 
Um eine Verschiebung des pg durch Zugabe der Bernsteinsiiure zu ver- 
meiden, wurde folgendermaBen vorgegaugen: 118 mg Bernsteinsiiure wurden 
mit 2ccm n-NaOH neutralisiert, sodann mit dem entsprechenden Puffer auf 
10 ccm ergiinzt. Endkonzentration der Bernsteinsiiure m/10. Das py dieser 
Lésungen wurde elektrometrisch bestimmt und dann mit n/10-NaOH korri- 
giert. Zu meinen Versuchen wurde aus dieser Succinat-Pufferlésung je 1 ecm 
genommen. Es wurden 0,5 ccm der Enzymsuspension hinzu pipettiert und 
das Gesamtvolum mit 1,5 cem Wasser auf 3 cem erginzt. 1 ccm der Farb- 
stofflésung (1:5000) wurde in das Seitengefi8 eingefiihrt. Nach erfolgter 
Evakuierung wurde der ganze Apparat auf 5 Minuten in das Wasserbad 
(37°) gesetzt, dann erst lieB ich den Farbstoff in das HauptgefiB einlaufen. 


*) I. Banga u. A. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 245, 113 (1937). 
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Uber die Cytochrome des Taubenbrustmuskels”). 
Von 
K. Laki. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1938.) 


Das nach den Vorschriften von Banga’) aus Taubenbrust- 
muskel hergestellte Enzym zeigt, besonders nachdem es noch 
griindlich mit Wasser ausgewaschen und in Phosphat-Puffer sus- 
pendiert ist, bei 605, 563 und 550 wu starke Absorptionsbande, 
wenn es mit Hydrosulfit reduziert wird. Es ist zweifellos, daB 
diese Linien dem Cytochrom A, B und C entsprechen. 

Das Cytochrom A und C kann auBer mit Hydrosulfit auch 
mit Ascorbinsiure, Hydrochinon, Brenzcatechin und p-Phenylen- 
diamin reduziert werden. Die B-Linie kann unter diesen nur mit 
Hydrosulfit, Bernsteinsiure, oder nach lingerer Zeit mit Ascorbin- 
siure hervorgerufen werden. Wird Ascorbinsiure als Reduktions- 
mittel gebraucht, so liBt sich gut beobachten, da stets zuerst 
die A-, dann die C- und zu allerletzt die B-Linie erscheint. Diese 
Zeitfolge der Reduktion gibt zugleich auch die relative Lage des 
Potentials der entsprechenden Verbindungen an. Die Versuche 
von E.G. Ball?) haben zu denselben relativen Potentialen gefihrt. 

Ich habe versucht, zuniichst iiber das Potential des Cyto- 
chrom C Niheres zu erfahren. Aus diesem Grunde habe ich das 
Enzympriparat in Phosphat-Puffer mit verschiedenem p,, suspen- 
diert und dann einige Tropfen einer gesittigten Chinhydron-Lésung 
zugegeben. Die Linien wurden mit dem Zeissschen Handspektro- 
skop beobachtet. Der Versuch zeigte, da die C-Linie durch 
Chinhydron nur bei alkalischer Reaktion reduziert wird. Gehen 
wir von der reduzierten Linie aus, so wird diese bei saurer Reaktion 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
1) I. Banga u. A. Szent-Gyorgyi, Diese Z. 245, 113 (1937). 
*) Biochem. Z. 295, 362 (1938). 
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durch Chinhydron wegoxydiert. Bei p,, = 7,4 ist die C-Linie an- 
nihernd zur Hilfte reduziert. Bei diesem p,, fillt also das Redox- 
potential des Cytochroms mit dem des Chinhydrons zusammen 
und liegt, in Ubereinstimmung mit den Angaben von Coolidge®, 
Stone andl Coulter‘), ungefihr bei + 0,280 Volt. 

Ich versuchte auch iawicichiwnias dieselben Versuche mit 
reinem isoliertem Cytochrom zu wiederholen. Fiir die freundliche 
Uberlassung des Cytochroms bin ich Herrn H.Theorell zu Dank 
verbunden. “Dieses Cytochrom konnte nicht mit Chinhydron redu- 
ziert werden, was den Angaben Greens?) entspricht, laut deren 
das Potential des isolierten Cytochroms deutlich negativer als das 
des Chinhydrons liegt. 

Diese Versuche zeigen, daB das Cytochrom C in der Zelle 
an die Struktur gebunden ein deutlich positiveres Potential als 
in isoliertem Zustande hat. 


*) J. of Biol. Chem. 98, 755 (1932). 
*) J. gen. Physiol (Am.) 15, 629 (1932). 
*) Proc. roy. Soe. 114, 423 (1934). 
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Uber das Vorkommen und das Schicksal 
der Phosphoglycerinsiure im Herzmuskel. 


Von 


H. J. Deuticke und H. Wagner. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit Bonn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1938.) 


Seitdem in der quergestreiften Muskulatur der Weg, auf dem - 
Kohlenhydrat anaerob in Milchsiure umgesetzt werden kann, auf- 
geklirt wurde [G. Embden?), O. Meyerhof?)], ist fiir eine Reihe 
weiterer Organe wie Niere [H. Jost*)], Gehirn [H. v. Euler, 
G. Giinther und R. Vestin‘)], glatte Muskulatur [W. Meeraus 
und G. Lorbeer®)] und Leber [H. J. Deuticke und W. Zens | 
nachgewiesen, da hier die Glykolyse iiber die gleichen phos- 
phorylierten Zwischenstufen erfolgen kann. Auch fiir den Herz- 
muskel hat kiirzlich S. Ochoa") festgestellt, daB ,,Herzmuskel- 
sewebe und -extrakt Milchsiure iiber dieselben Zwischenstufen 
wie Skelettmuskulatur bilden“ (a. a. O., S. 70). Die gleiche Frage- 
stellung, naimlich inwieweit der Herzmuskel Kohlenhydrat iiber 
Hexosediphosphat und phosphorylierte Dreikohlenstofiverbindungen 
in Milchsiiture umzusetzen vermag, beschiftigt uns seit 1935. Das 
niedrige Milchsiuremaximum im anaerob ermiideten Herzen und 
die Fihigkeit des Herzmuskels, Glucose besser als Glykogen in 


- Milchsiure umzusetzen [L.N. Katz und C.N.H.Long; W. Haar- 


mann], sowie einige eigene Beobachtungen an Herzen hoch- 
trainierter Hunde hatten uns vermuten lassen, dab gewisse Unter- 
schiede im Kohlenhydratstoffwechsel der Herz- und Skelett- 
muskulatur bestehen. Unsere Ergebnisse, die beim Erscheinen 
der Arbeit von S. Ochoa bereits vorlagen, deren Verdffentlichung 
sich aber verzégerte, da sie z. T. als Dissertation Verwendung 
fanden, bestatigen im Prinzip die von 8. Ochoa mitgeteilten 
Resultate, bringen dariiber hinaus aber eine Erweiterung, vor- 
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nehmlich beziiglich der Phosphoglycerinsiurebildung im Herz. 
muskel, und sollen deshalb an Hand von vier charakteristischey 
Versuchen aus unserem Versuchsmaterial im folgenden kurz er. 
értert werden. 

Methodik. 


Von Kaninchen, Kiilbern und Hunden wurden die Herzen so rasch 
wie méglich nach dem Tod der Tiere entnommen, anhaftendes Blut, Sehnen 
und Fett entfernt, und die Ventrikel unter Eiskiihlung mit der Schere bzv. 
mittels Fleischhackmaschine zu Muskelbrei zerkleinert. AnschlieBend erfolgte 
Exposition analytisch eingewogener Breianteile mit Glykogen (aus Hunde. 
leber), hexosediphosphorsaurem Na [Candiolin*), iiber das Bleisalz gereinigt), 
phosphoglycerinsaurem Na [dargestellt nach Embden, Deuticke und 
Kraft’) aus Kaninchenmuskulatur], glycerinphosphorsaurem Na (,,Merck* 
und brenztraubensaurem Na (Brenztraubensiure ,,Schering-Kahlbaum“, frisch 
destilliert). Auf 1 g Herzmuskel wurden jeweils 10 mg Glykogen, Brenz- 
traubensiure oder organische H,PO, zugesetzt. Die Unterbrechung der 
Versuche erfolgte durch Zusatz von Salzsiure (8°/,) und Sublimat (5°/,), und 
im entquecksilberten und entliifteten Schenckfiltrat wurden am nichsten Tag 
die anorganische H,PO, [(G. Embden®)], die Milchsdiure [E. Lehnartz") 
und die Brenztraubensiure [als Phenylhydrazon') oder nach E. M. Case"')] 
bestimmt. AuBerdem wurden Hydrolysenkurven nach K. Lohmann") auf- 
genommen. 


Versuchsergebnisse. 


Die Fahigkeit des Herzmuskels, unter Fluorideinwirkung 
anorganische H,PO, zum Verschwinden zu bringen, ist bereits 
mehrfach [H. Perger’’), H. Wassermeyer)] beschrieben und 


Versuch 1. 
(Protokoll-Nr. 15. 17. II. 87.) 
Einwirkung von Herzmuskelbrei (Hund) auf Glykogen unter gleichzeitigem 


Zusatz von NaF, Na-Oxalat und CaCl,. In jedem Ansatz befanden sich 
10 g Herzmuskelbrei und in den Ansiitzen C—G je 100 mg Glykogen. 






































A | Bfi|chilop#d{ieE]|]F{|e«@ 
| Nach 60 Minuten Exposition bei Zimmertemperatur 
m 
In mg-°/, g 3 | | in 2°/, Na-bie. | f 
0 2Sei ol! ., | & | Bless) 8 
Muskulatur | © = CS letBleote lant 1 BS | & 
| | €@o S | ado =) ‘oe =. 
Ng 8 |4258/ s6 32 FO] ¢§ 
o ®# | = —) La} / | 
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i = = s Zi | om 
lial : 7 - | ; 
Anorg. H,PO,] 143,38 | 154,2 | 158,6 | 1264 | 188,3 | 127,5 | 149,3 





*) Das Candiolin war uns von der I. G. Farbenindustrie A.-G. zur 
Verfiigung gestellt worden. 





Vor 


pac 
zur 
fan 
dev 
spr 
qué 








rasch 
ahnen 
bzw. 
folete 
un de- 
nigt), 
und 
rek") 
Tisch 
renz- 
der 
und 
Tag 
z, 19)) 
ell ] 
auf- 


ur 











Vorkommen und Schicksal der Phosphoglycerinsiiure im Herzmuskel. 3] 


nach den friitheren Vorstellungen Embdens zumeist als Fahigkeit 
zur ,,Lactacidogensynthese“ gedeutet worden. AuBer dem Fluorid 
fanden wir, wie Versuch 1 zeigt, auch das Oxalat und weniger 
deutlich, lediglich spaltungshemmend, das Calcium wirksam, ent- 
sprechend dem Verhalten dieser Salze gegeniiber dem Brei aus 
quergestreifter Muskulatur [H. J. Deuticke!), H. Lange ’?*)], 
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Fig. 1. Hydrolysenkurven (Versuch 1). 





Kurve I (——~——) Muskulatur sofort gefallt 
» II (---) 5 mit Glykogen 60’ exponiert 
,, TID (-+++-- ) - ,, Na-bic. und Glykogen 60’ exponiert 
» IV(----- ) -" »> D/yo-NaF und Glykogen 60’ exponiert 
3) Vv (—x—x—) 99 99 D/s900° Nak +9 9 60’ ” 
wee D os ,, Na-Oxalat ,, ss 60’ - 
5, WII (0-0-0) rr », CaCl, ae se 60’ _ 


Als Syntheseprodukte erschienen aber auch im Herzmuskel, wie 
die Hydrolysenkurven von Versuch 1 zeigen, nach Fluorid- und 
Oxalateinwirkung nicht ausschlieBlich leicht- sondern auch schwer- 
spaltbare Ester. Auch zugesetztes Hexosediphosphat wurde vom 
fluoridvergifteten Herzmuskel in merklichem Umfang, wenn auch 
nicht so stark wie vom Skelettmuskel, unter Verschwinden von 
anorganischem Phosphat und bei Hemmung jeglicher Milchsiure- 
neubildung in schwer hydrolysierbares Phosphat iibergefihrt 
(vgl. Versuch 2), das wir als linksdrehende Phosphoglycerinsiure 
isolierten und identifizierten. 
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Versuch 2. 
(Protokoll-Nr. 17. 12. X. 87.) 


Einwirkung von fluoridvergiftetem Herzmuskelbrei (Kalbsherzen) auf Hexose- 
diphosphat. In jedem Ansatz befanden sich 5 g Herzmuskelbrei. 
































as 2 8 | £¢ | D 
Nach 3'/, Std. Exposition bei 13° in 3 °/, Na-bic. 
In mg-°/, Zu ‘unter Zusatz von unter Zusatz von 
der Beginn in | m/20-NaF und | Hexosediphosphat 
Muskulatur | ges V iia ‘Hexosediphosphat, | (wie in C) 
ee enthaltend 50 mg | nach der 
suches Zusatz org. u. 7,8mg | Schenckfillung. 
anorg. H,PO, Kontrollansatz 
Anorg. H,PO, 194 218 152 355 
Milchsiiure. . 386 542 359 532 
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Fig. 2. Hydrolysenkurven (Versuch 2). 
Kurve I (~——~) Herzmuskel mit NaF bei 13° exponiert, nach der Schenckfallung Zusatz 
von Hexosediphosphat (Ansatz D). 
) Herzmuskel mit NaF und Hexosediphosphat exponiert (Ansatz C). 


Kurve II ( 

Zu diesem Zweck waren in Versuch 2 analog dem Ansatz C insgesamt 
2,4 kg Herzmuskelbrei ia 6 Liter m/20-NaF-3°/, Na-bic. unter Zusatz von 
20 g organischer H,POQ, als Hexosediphosphat und 3,1 g anorganischer H,PO, 
exponiert. Die Isolierung der Phosphoglycerinsiure erfolgte wie friiher’) 
beschrieben: Im entquecksilberten Schenckfiltrat wurde das Fluorid als 
Calciumfluorid entfernt und anschlieBend die Kupferkalkfallung vorgenommen; 
beide Fillungen fiihrten insgesamt zu einem Verlust von etwa 1/; der vor- 
handenen organischen H,PO,. Aus der Zersetzungsfliissigkeit des Kupfer- 
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kalkniederschlages wurde die itiberschiissige Schwefelsiiure mit Baryt ent- 
fernt und, da nach Abtrennung des anorganischen Phosphates als Magne- 


xose- [| siumammoniumphosphat entsprechend den Angaben von A. Vercellone 
und C. Neuberg’’) die direkte Ausfillung der Phosphoglycerinsiure mit 
—_. — Bariumacetat, vermutlich wegen der geringen Menge von Phosphoglycerin- 


siiure, nicht zum Ziele fiihrte, haben wir anschlieBend mit Bleiacetat gefillt. 
Aus der eingeengten Zersetzungsfliissigkeit des Bleiniederschlages wurden 


sain 4g krystallinischer Rohsubstanz gewonnen, die wie das saure Bariumsalz 
von [F der Phosphoglycerinsiure in sehr schénen Drusen und Plittchen krystalli- 
phat sierte und nach 8 maligem Umkrystallisieren als solches identifiziert wurde. 
: Analytische Belege. Die Substanz wurde 20 Tage im Vakuum- 
- exsiceator iiber konzentrierter H,SO, getrocknet, war aber auch dann noch 
rid nicht gewichtskonstant, wie nach friiheren Erfahrungen zu erwarten war. 
- 7 0,1144 g Substanz ergaben 77,1 mg BaSO,; das Filtrat der Ba-Bestim- 
i mung wurde auf 500 ccm aufgefiillt und in 80 cem die Gesamt-H,PO, nach 
Veraschung mit konzentrierter H,SO,-Perhydrol als Strychninphospho- 
molybdat nach Embden®) bestimmt: Niederschlag 55,6 und 55,5 mg. 
4,817, 4,936 mg Subst.: 1,88, 1,935 mg CO,, 1,04, 1,07 mg H,0%). 
Nach der P-Analyse enthielt die Substanz noch 1,19 mol. Krystallwasser. 
C,H,O;,PBa-1,19H,O (342,83) 
Ber. C 10,50 H 2,17 P 9,057 Ba 40,07 
Gef. ,, 10,65, 10,69 ,, 2,42, 2,48  ,, 9,057 39,66. 
Das Verhiltnis Ba: P = 98,9: 100. 
Die spezifische Drehung der freien Monophosphoglye erin- 
siiure: 0,44 g des Ba-Salzes wurden mit einem geringen Uberschu8 von 
n 1-H,SO, verrieben. Nach Abtrennen des Bariumsulfates unter Nachwaschen 
mit Wasser enthielt die zur Polarisation verwandte Lésung 3,205 °/, freie 
Phosphoglycerinsiiure; sie zeigte im 2 dm-Rohr eine Drehung von — 0,722°. 
oy =— 11,26°. Der Wert liegt niedriger als der von Embden, Deuticke 
und Kraft’) mit — 11,91° gefundene und stimmt mit den fiir Phospho- 
glycerinsiiure aus Hefe von R. Nilsson’*) mit — 11,1° und von E. Leh- 
nartz') mit — 11,30° ermittelten Werten gut iiberein, Da er unter dem 
von 0. Meyerhof und W. Kiessling”®’) fiir reine 3-Phosphoglycerinsiure 
mit «2?=— 14,5° ermittelten Wert gelegen ist, diirften auch dem aus Herz- 
ane isolierten Ba-Salz geringe Mengen des leichter léslichen Ba-Salzes 
der 2-Phosphoglycerinsiure beigemengt gewesen sein. 
- & Die demnach im Herzmuskel unter denselben Bedingungen, 


wenn auch nicht in so groBer Menge wie im Skelettmuskel, nach 
Hexosediphosphatzusatz sich anreichernde Phosphoglycerinsiiure 
mt §— wird, wie Versuch 3 zeigt, vom unvergifteten Herzmuskel zwar 





" umgesetzt, jedoch nicht in dem gleichen Umfange und nicht in 
ri cleicher Weise wie vom Skelettmuskel. Bei der Annahme, daB die 
1s —} anorganische H,PO, in unseren Zusatzversuchen dem beigegebenen 
mn; § nts 

il *) Die C- und H-Analysen (Verbrennung mit Bleichromat-Kalium- 
t- (§ chlorat) wurden von A. Schoeller, Berlin ausgefiihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 3 





834 H. J. Deuticke und H. Wagner, 


Ester entstammt, dephosphorylierte hier im Ansatz C der Skelett. 


muskel in Bestitigung der Befunde von Embden und Deuticke' 


die zugesetzte Phosphoglycerinsiure fast vollstiindig, zu 93°/,, unter 


Bildung von 76°/, der méglichen Brenztraubensiure und ohn 
daB die Milchsiure anstieg; demgegeniiber wurde vom Herzmusk¢! 
die Phosphoglycerinsiure nur zu 68°/, gespalten unter gering. 
fiigigem Milchsiéureanstieg und ohne daB Brenztraubensiure al; 
Phenylhydrazon nachweisbar wurde. 


Versuch 3. 
(Protokoll-Nr. 3. 10. XII. 35.) 
Einwirkung von Herzmuskelbrei und Skelettmuskelbrei desselben Tiere; 


(Kaninchen) auf Phosphoglycerinsiiure, Glycerinphosphorsiiure und beide 
Substanzen gleichzeitig. In jedem Ansatz befinden sich 3 g Muskelbrei. 
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In diesem Versuch 3 sind ferner Herz- und Skelettmusku- 
latur des gleichen Tieres auBer mit Phosphoglycerinsiure auch 
mit Glycerinphosphorsiure (Ansatz D) und beiden Substanzen 
gleichzeitig (Ansatz E) exponiert worden; auch hier finden sich 
Unterschiede. Die Glycerinphosphorsiure wurde vom Skelettmuskel 
zu 8,6°/, dephosphoryliert ohne Milchsaiurebildung, vom Herzmuske!l 
wurde sie iiberhaupt nicht gespalten, sie hemmte sogar die 
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Zunahme von anorganischem Phosphat wahrend der Expositionszeit 
und wirkte auch der Milchsiurebildung entgegen. Dieser, die 
Dephosphorylierung und Milchsiurebildung im Herzmuskel hem- 
mende Einflu8 der Glycerinphosphorsiure tritt auch im Ansatz E 
in Erscheinung unter Bedingungen, unter denen im Gegensatz 
dazu der Skelettmuskel, wie bereits friiher beobachtet'), mehr 
anorganische H,PO, aus organischer Bindung spaltet als der 
Summe der Phosphatvermehrung in den Ansiitzen C und D ent- 
spricht und unter denen er auch mehr Milchsaure bildet, freilich, 
ohne daB in diesem Versuch die Brenztraubenséure dabei abnahm. 
Glycerinphosphorsiure bewihrt sich also im Herzmuskelbrei keines- 
wegs als Wasserstoffdonator bei der Milchsiurebildung wie im 
Skelettmuskelbrei. 

Die in diesem Versuch nicht erfaBte Brenztraubensiure fehlt 
beim Abbau von Phosphoglycerinsiure durch Herzmuskulatur 
aber nicht voéllig, nur ist ihre Menge trotz geniigend groBer 
Dephosphorylierung im Herzmuskel zu gering, als dab sie mit 
Phenylhydrazin nachweisbar wire. Bei Verwendung der Brenz- 
traubensiurebestimmungsmethode von Case?) lieB sich, wie Ver- 
such 4 zeigt, bei einer Dephosphorylierung der Phosphoglycerin- 
siure zu 60°/, (Ansatz C) '/, des nach der Phosphorsiureabspaltung 


Versuch 4. 
(Protokoll-Nr. 14. 22. I. 37.) 
Einwirkung von Herzmuskelbrei (Kaninchen) auf Phosphoglycerinsiure, 


Glycerinphosphorsiiure und Brenztraubensiiure. In jedem Ansatz sind 2 g 
Herzmuskel enthalten. 
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verbleibenden organischen Restes als Brenztraubensiiure und 
etwa ?/, als Milchsiure nachweisen, der Rest blieb in der Bilanz 
ungedeckt. Gleichzeitiger Zusatz von Glycerinphosphorsiure (An- 
satz F) lieB die Brenztraubensiiuremenge unverindert, hemmte 
aber wieder die Milchsiiure- und Phosphorsiurezunahme. Zu- 
gesetzte Brenztraubensiure (Ansatz K) wurde nur zu 20°/, zu 
Milchsaiure hydriert, 24°/, wurden als Brenztraubensiure wieder- 
gefunden, der Rest war nicht nachweisbar, und bei gleichzeitigem 
Zusatz von Brenztraubensiiure und Glycerinphosphorsiure (An- 
satz G) war die anorg. H,PO, zwar vermehrt, ein Verhalten, das 


der Skelettmuskel unter diesen Bedingungen auch stets zeigt, aber 


im Gegensatz zum Verhalten des Skelettmuskels blieb der Milch- 
siuregehalt gegeniiber Ansatz EK unverindert und von der zu- 
gesetzten Brenztraubensdiure wurde nur etwa '/, als solche wieder- 
gefunden. 

Somit zeigt dieser Versuch, daB zwar der Herzmuskel wie 
der Skelettmuskel zugesetzte Phosphoglycerinsiure unter Brenz- 
traubensiurebildung zu dephosphorylieren vermag, da er sich 
aber nicht nur hinsichtlich des AusmaBes der Dephosphorylierung 
vom Skelettmuskel unterscheidet — wir fanden in unseren Ver- 
suchen beim Skelettmuskel Dephosphorylierung zu 90—100°/,, 
beim Herzmuskel 50—70°/, unter sonst gleichen Bedingungen — 
sondern, daB im Herzmuskel in der Bilanz sehr viel weniger 
Brenztraubensiiure beim Phosphoglycerinsiiureabbau erscheint, die 
demnach entweder intermediir iiberhaupt nicht entsteht oder im 
Herzmuskel auf anderem Wege als durch Hydrierung zu Milch- 
siure verschwindet. Die Brenztraubensiiurezusatzversuche lassen 
die letztgenannte Deutung zu. | 

Hierin unterscheidet sich, wenn auch nicht prinzipiell, so 
doch graduell unser Ergebnis am Herzmuskelbrei von dem durch 
S. Ochoa’) am Herzmuskelextrakt gewonnenen; denn Ochoa 
fand beziiglich der Brenztraubensiiurebildung aus zugesetzter 
Phosphoglycerinsiure zwischen Extrakten aus Herzmuskulatur 
und Extrakten aus Skelettmuskulatur keine Unterschiede (a. a. O., 
S. 66). Im Herzmuskelbrei sind anscheinend, ebenso wie iibrigens 
auch im Leberbrei [H. J. Deuticke und W. Zens‘)], Nebenreak- 
tionen, die zum Verschwinden von Brenztraubensiure fiihren, von 
sehr viel gréBerer Bedeutung als im Brei aus quergestreifter 
Muskulatur. Die Milchsiéurebildung aus zugesetzter Brenztrauben- 
siure ohne speziellen Donatorzusatz fanden wir (Versuch 4: 
1,95 mg Milchsiure pro Gramm Gewebe in 11/, Stunden bei 39°) 
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von thnlicher GréBenordnung, vielleicht etwas gréBer als Ochoa 
197mg pro Gramm Gewebe in 3 Stunden bei 37° a. a. O., 8. 67); 
auch hierin erwies sich der Herzmuskel der Leber®) ahnlicher 
als dem Skelettmuskel, der merklich weniger Brenztraubensiure 
spontan zu hydrieren vermag. Glycerinphosphorsiiure war in den 
Versuchen von Ochoa wie in den unseren als Wasserstoffdonator 
fiir die Umwandlung der Brenztraubensiure zu Milchsiure giinz- 
lich ungeeignet, auch hierin eine Analogie zum Leberbrei°). 

Somit bestiitigen unsere Versuche das Ergebnis von 8. Ochoa’), 
nimlich, daB im Herzmuskel die Milchsiure iiber die gleichen 
Zwischenstufen wie im Skelettmuskel entstehen kann. Wir haben 
dariiberhinaus zeigen kénnen, daB auch der Herzmuskel Phospho- 
elycerinsiure zu bilden vermag. Da bei deren Dephosphory- 
lierung nur geringe Brenztraubensdiure- und Milchsiuremengen 
nachweisbar werden, glauben wir allerdings, daB das geringe Milch- 
siurebildungsvermégen des Herzmuskels nicht nur, wie 8S. Ochoa 
erértert, auf einer gréBeren Empfindlichkeit des glykolytischen 
Fermentes oder geringerem Fermentgehalt im Herzmuskel beruht, 
sondern, daB ein Teil, des Kohlenhydrats gar nicht bis zu Milch- 
siure umgewandelt wird, vielmehr wie in der Leber®) so auch 
im Herzmuskel bereits als Brenztraubensiiure dem _ weiteren 
Abbau anheimfallt. 


Zusammenfassung. 


Der Herzmuskel bildet wie der Skelettmuskel aus zugesetztem 
Hexosediphosphat unter Fluorideinwirkung linksdrehende Phospho- 
slycerinsdure, die im unvergifteten Herzmuskelbrei dephosphory- 
liert wird, freilich ohne daB dabei annihernd iiquivalente Mengen 
von Brenztraubensiiure oder Brenztraubensiure / Milchsiure — wie 
unter den gleichen Bedingungen im Skelettmuskel — nachweisbar 
werden. Die Umwandlung von Kohlenhydrat in Milchsiure kann 
demnach im Herzmuskel unter intermediirer Phosphorylierung 
stattfinden, nur erfolgen Aufbau und Abbau der Phosphoglycerin- 
siure im Herzmuskel merklich langsamer als im Skelettmuskel. 
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Uber synthetische Verbindungen mit Vitamin E-Wirkung. 
Von 


F. v. Werder und Th. Moll. 


(Aus den Forschungslaboratorien der chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1938.) 


Fernholz') hat im Jahre 1937 mitgeteilt, daB er unter den 
thermischen Zersetzungsprodukten des @-Tokopherols Durohydro- 
chinon aufgefunden hat. Fast gleichzeitig erschien eine Arbeit 
Me Arthur und Watson’), in der die kanadischen Autoren be- 
kanntgaben, daB sie bei der Selendehydrierung des «-‘l’okopherols 
Durochinon erhalten haben. Kurze Zeit darauf konnten wir aus 
den Oxydationsprodukten des a@-Tokopherylacetates Dimethyl- 
maleinsiiureanhydrid isolieren. Wir waren, ohne auf diesen auch 
schon von Fernholz?) veréffentlichten Befund naiher eingehen zu 
wollen, davon iiberzeugt, daB dieses Abbauprodukt durch oxydative 
Aufsprengung des Phenolteils des a-Tokopherolmolekiils entstanden 
sein miisse, und sahen darin eine fiir uns wertvolle Bestitigung 
der Arbeiten von Fernholz und den kanadischen Forschern. Die 
seinerzeit naheliegende Annahme, dab die Tokopherole Monoither 
des Durohydrochinons sein kénnten, haben wir an einer groBen 
Anzahl von Beispielen gepriift und wie auch andere Arbeitskreise 
verworfen. Uber die Darstellung und biologische Auswertung der 
Verbindungen, die wir in dieser abgeschlossenen Kpoche der Kon- 
stitutionsaufklarung der Tokopherole in den Kreis der Unter- 
suchungen einbezogen haben, soll in der vorliegenden Arbeit be- 
richtet werden. 

An synthetisch gewonnenen Verbindungen ist in der Literatur 
unseres Wissens bisher nur ein durch Kondensation von Brom- 
lydrophytylbromid und Trimethylhydrochinon erhaltenes Stoft- 
cemisch als Vitamin E-wirksam bezeichnet worden‘). Eine An- 
gabe der Dosis fehlt. Wir kénnen iiber eine Reihe synthetischer 
Verbindungen berichten, die wir biologisch auf Vitamin K-Wir- 
kung gepriift haben. Uber Einzelheiten des Tierversuchs wird 
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der eine von uns (M.) noch ausfiihrlicher berichten. Es soll hier 
nur das Notwendigste mitgeteilt werden. : 

Die Vitamin E-Wirksamkeit wurde an weiblichen Rattey 
bestimmt, denen nach einer vorangegangenen Resorptionssterilitiit 
das zu priifende Priparat spitestens bis zum 5., meist am 2. Tag 
nach erneuter Kopulation verabreicht wurde. Zum Nachweis der 
eingetretenen Schwangerschaft und der anschlieBenden Resor). 
tionssterilitaét infolge des Vitamin E-Mangels wurde das Scheiden- 
sekret tiglich untersucht und eine Gewichtskurve angelegt. Das 
Vorliegen einer Graviditit war bewiesen, wenn der Spermatozoen- 
befund positiv war, der Ostrus bei den Tieren ausblieb und Ery- 
throcyten in der Zeit vom 13.—15. Tag als Zeichen der Implan- 
tation nachzuweisen waren. Uber die Resorptionssterilitit gal) 
der Verlauf der Gewichtskurve AufschluB, der nach anfinglichem 
Ansteigen gegen Ende der Schwangerschaft an Stelle der Geburt 
ein langsames Abfallen aufwies. Mit der von Evans und Burr 
angegebenen Diadt Nr. 326, bestehend aus 35 Teilen Maisstiirke, 
20 Teilen Casein, 3,5 Teilen Salzgemisch nach Mc Collum Nr. 185, 
15 Teilen Hefe, 15 Teilen Schweineschmalz und 3,5 Teilen Leber- 
tran, mit einer Milchzulage bei den graviden Tieren, trat die 
Resorptionssterilitat fast regelmifig nach der 1., spiitestens 
2. Graviditit ein. Die zu priifenden Priparate wurden in Laurin- 
siuredithylester oder mit Keks den Tieren per os verabreicht. Bei 
den behandelten Tieren wurden die erwihnten Anforderungen an 
die Kontrolle des Verlaufes der Graviditit beibehalten. Vielfach 
wurden dabei Tiere angetroffen, die auch bei positivem Sperma- 
tozoenbefund nicht gravid waren und die fir die Beurteilung der 
Wirksamkeit der Priparate ausscheiden muBten. Diese unlieb- 
samen Ausfalle verzégern die Vitamin-Auswertung und sind be- 
sonders liistig, wenn nur kleine Substanzmengen des zu priifenden 
Praiparates zur Verfiigung stehen. Als wirksam wurde eine Ver- 
bindung angesehen, die nach 1lmaliger Verabreichung bei der 
weiblichen Ratte im Zustande des Vitamin E-Mangels die Geburt 
von lebenden Jungen herbeifiihrt. 

Um einen Uberblick iiber die Spezifitit der Vitamin E-Wir- 
kung zu gewinnen, kam es uns darauf an, méglichst viele einfach 
und kompliziert gebaute, synthetisch hergestellte Verbindungen 
bei relativ hoher Dosierung qualitativ auf Vitamin K-Wirkung 
zu priifen. Wir konnten hierbei feststellen, daB es eine ganze 
Reihe solcher Verbindungen gibt, die per os verabreicht die durch 
Vitamin E-Mangel bedingte Resorptionssterilitit weiblicher Ratten 
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aufheben. Die hierbei erzielten Ergebnisse gestatten noch nicht, 
die Frage der Spezifitiit der Vitamin K-Wirkung abschlieBend 
zu beurteilen, zumal in vielen Fiillen die Zahl der eingesetzten 
Tiere klein ist. Immerhin erscheint uns die Tatsache bemerkens- 
wert, daB die dem Vitamin EK zugeschriebene Wirkung auf den 
Schwangerschaftsverlauf der weiblichen Ratte durch konstitutionell 
verschiedene synthetische Verbindungen erzielt wird, ein Befund, 
der bei: den anderen bekannten Vitaminen bisher nicht erhoben 
wurde. 

Es wire nunmehr von Interesse, die biologische Wirkung 
synthetischer Verbindungen an miannlichen Vitamin E-Mangel- 
tieren kennen zu lernen. Wir beabsichtigen, die Untersuchungen 
‘iber die Spezifitit der Vitamin E-Wirkung fortzusetzen. Uber 
das biologische Verhalten einiger cyclischer Ather, darunter solcher 
yom Chromantypus, soll demnichst berichtet werden. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Durochinon. C,,H,,0,, hergestellt nach L. J. Smith, 
Organic Syntheses 10, 40—42 (1930). 

Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 5 von 7 Tieren. 


2. 2,8-Dimethyl-hydrochinon-(1,4). C,H,,O,, hergestellt nach 
Kk. Nélting und S. Forel, Ber. chem. Ges. 18, 2673 (1885) [vgl. 
Moriaki Yokoyama, Helvet. chim. Acta 12, 771, 772 (1929)]. 

Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
\00 mg bei 3 Tieren. 

3. 1,4-Dioxy-2,3-dimethyl-5,6,7,8-tetrahydro-naphthalin. (Nach 
Versuchen der Herren Dr. Jung und Dr. Bischoff; vgl. auch die folgende 
Abhandlung von John und Mitarbeitern.) 

18,6 g 2,3-Dimethyl-naphthochinon-(1,4) wurden in 750 cem 96°/jiger 
Essigsiure mit 3g Platinoxyd als Katalysator bei 55—60° hydriert. Die 
berechnete Menge Wasserstoff war in 2'/, Stunden aufgenommen. Die vom 
Katalysator heiB abfiltrierte Lésung krystallisierte beim Erkalten vollkommen 
durch. Das Krystallisat wurde abgesaugt und aus verdiinnter ‘Essigsiure 
unkrystallisiert. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 190°. Ausbeute 16,5 g, 
eutsprechend 86°/, der Theorie. 

5,561, 5,965 mg Subst.: 15,290, 16,340 mg CO,, 4,155, 4,505 mg H,0O. 

CioHi6% (1921) Ber. C 74,96 H 8,39 
Gef. ,, 74,99, 74,71  ,, 8,36, 8,45. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 3 von 4 Tieren. 
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4. Durohydrochinon-mono-n-butylather. 16,6 g feingepulvertes 
Durohydrochinon, 19,2 g n-Butylbromid und 100 ccm absoluter Alkoho! 
wurden unter dauerndem Riihren und Durchleiten von Wasserstoff auf 80: 
erwiirmt. Im Verlauf yon °/, Stunden wurden 100 cem normale alkoholische 
Kalilauge eingetropft; anschlieBend wurde weitere 5 Stunden bei 80° ge- 
riithrt. Nach dem Erkalten wurde der aus unverdndertem Durohydrochinon 
(4,2 g) bestehende Niederschlag abfiltriert und mit Alkohol gewaschen. 
Filtrat und Waschalkohol wurden mit Wasser versetzt und ausgeiithert. 
Mittels Claisenscher Lauge lieB sich den vereinigten Atherlésungen kein 
Ausgangsmaterial entziehen. Die Atherlésung wurde mit Wasser gewaschen, 
getrocknet, filtriert und eingedampft, der Riickstand im Vakuum destilliert: 


Fraktion 1: 3,5 g, Siedep.. 122—125°. 
Fraktion 2: 11,0 g, Siedep., 163—164°, Schmelzp. 45—46°, klar bei 60°. 


Fraktion 2 wurde zuniichst aus Normalbenzin, dann mehrfach aus 
Methanol umkrystallisiert, wobei schlieBlich farblose Nadeln vom Schmelz- 
punkt 8i1—82° erhalten wurden. Bei weiterem Erhitzen triibte sich die 
Schmelze und wurde bei 88—89° wieder klar. Zur Analyse wurde 2 Stunden 
im Vakuum von 12 mm Hg bei 56° getrocknet. 


5,748, 6,088 mg Subst.: 15,960, 16,880 mg CO,, 5,045, 5,360 mg H,0. 
C,,H,0, (222,2) Ber. C 75,61 H 9,98 
Gef. ,, 75,78, 75,62  ,, 9,82, 9,85. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 von 4 Tieren. 


5. Durohydrochinon-di-n-butylather. Die Mutterlaugen von Duro- 
hydrochinon-mono-n-butyliither (vgl. Fraktion 2 des vorigen Versuchs) 
wurden im Vakuum zur Trockne verdampft, der Riickstand in Benzin 
(Siedep. 70—110°) gelést und an Aluminiumoxyd, standardisiert nach Brock- 
mann, adsorbiert. Das Chromatogramm wurde mit dem 10fachen Volumen 
der Substanzlésung an Benzin entwickelt. Das farblose Filtrat wurde im 
Vakuum eingedampft, der Riickstand aus Methanol umkrystallisiert. 

Der Diither krystallisiert aus Methanol in farblosen, eigentiimlich 
ziihen Krystallen, die bei 58° schmelzen. 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Hochvakuum bei 35° getrocknet. 


5,501, 5,662 mg Subst.: 15,620, 16,070 mg CO,, 5,210, 5,415 mg H.O. 


C,,H3,0,_ (278,2) Ber. C 177,64 H 10,87 
Gef. ,, 77,44, 77,41 », 10,60, 10,70. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 4 Tieren. 


Durch Nachwaschen des Chromatogramms mit Benzol wurden aus 
dem Filtrat weitere Mengen Durohydrochinon-mono-n-butylither erhalten. 


6. Durohydrochinon-di-n-hexylather. 16,6 g Durohydrochinon und 


29,7 g¢ n-Hexyljodid wurden wie unter 4. mittels alkoholischer Kalilauge 


umgesetzt. Das durch Abschiitteln mit Claisenscher Lauge von Aus- 
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gangsmaterial befreite Reaktionsprodukt wurde mehrfach aus Methanol 
ymkrystallisiert. Der Durohydrochinon-di-n-hexylither scheidet sich aus 


der heiB gesittigten methylalkoholischen Liésung in farblosen Krystallen 


yom Schmelzp. 47° ab. 
Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12mm Hg bei 35° 
getrocknet. 


5,491 mg Subst.: 15,850 mg CO,, 5,655 mg H,0O. 


C..H,,0, (334,38) Ber. C 78,97  H 11,46 
Gef. ,, 78,72  ,, 11,52. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 3 Tieren. 


7. Durohydrochinon-mono-n-hexylather. Aus den Mutterlaugen 
des Diiithers wurde der leichter lésliche Monoither isoliert. Aus Methanol 
farblose, derbe Krystalle vom Schmelzp. 82°. Zur Analyse wurde 2 Stunden 
im Vakuum von 12 mm Hg bei 56° getrocknet. 


5,545 mg Subst.: 15,540 mg CO,, 5,890 mg H,0. 


CigHos0, (250,2) Ber. C 76,74 H 10,47 
Gef. ,, 76,43 ,, 10,88. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 3 Tieren. 


8. Durohydrochinon-di-n-heptylather. 16,6 ¢ fein gepulvertes 
Durohydrochinon und 31,6 g n-Heptyljodid, 100 cem absoluter Alkohol und 
100 cem alkoholische Kalilauge wurden wie unter 4. verarbeitet. Das nach 
dem Erkalten auskrystallisierte Material wurde abgesaugt, mit Alkohol ge- 
waschen, dann mit Wasser verriihrt, abgesaugt, griindlich mit Wasser ge- 
waschen und schlieBlich mehrfach aus Alkohol umkrystallisiert. Farblose 
{rystalle vom Schmelzp. 56°. 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 13 mm Hg bei 35° 
etrocknet. 


6,153 mg Subst.: 17,920 mg CO,, 6,535 mg H,0. 


C,,H,,0, (362,38) Ber. C 79,49 H 11,68 
Gef. ,, 79,48  ,, 11,89. 


— 


FQ 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 4 Tieren. 


9. Durohydrochinon-mono-n-heptylather. Siimtliche alkoholischen 
Mutterlaugen vom Durohydrochinon-di-n-heptylither wurden vereinigt und 
im Vakuum auf ein kleines Volumen eingedampft. Nach Zusatz von Wasser 
wurde in Ather aufgenommen, die Atherlésung mit Claisenlauge aus- 
geschiittelt, mit Wasser gewaschen, getrocknet, filtriert und eingedampft. 
Der Riickstand wurde im Vakuum destilliert: 


Fraktion 1... 14,5g Siedep.,, 55—60° 
” 2... 100g Siedep.,, 165—175°; Schmelzp. 74—75°. 
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Das Material aus Fraktion 2 ergab beim Umlésen aus Methanol weitere 
Mengen Diither. Aus den Mutterlaugen wurde der Durohydrochinon. 


mono-n-heptylither isoliert, der durch Umkrystallisieren aus 95 °/,igem 


Methanol vollig rein erhalten wurde. Farblose Krystalle vom Schmelz. 
punkt 82—83°, die zur Analyse 2 Stunden im Vakuum von 12 mm H¢. be; 
56° getrocknet wurden. 


5,743, 6,194 mg Subst.: 16,270, 17,580 mg CO,, 5,395, 6,020 mg H,0, 


C,;H,,0, (264,2) Ber. C 77,22 H 10,68 
Gef. ,, 77,27, 77,41  ,, 10,51, 10,88. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 4 Tieren. 


10. Durohydrochinon-di-n-oktylather wurde analog Versuch s, 
aus 16,6 g Durohydrochinon, 33,6 g n-Oktyljodid und 100 cem n/1-alkoho- 
lischer Kalilauge hergestellt. Der Ather krystallisiert aus Alkohol in farb- 
losen Blittchen, die bei 64° schmelzen. 


5,349 mg Subst.: 15,610 mg H,O, 5,795 mg H,0. 


CygH gO, (390,4) Ber. C 79,92 H 11,87 
Gef. ,, 79,59 », 12,12. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 von 4 Tieren. 


11. Durohydrochinon-mono-n-oktylather wurde wie beim Ver- 
such 9. aus den Mutterlaugen des Diiithers isoliert. Aus Methanol farb- 
lose Blittchen vom Schmelzp. 88°. Zur Analyse wurde 2 Stunden im 
Vakuum von 13 mm Hg bei 56° getrocknet. 


5,365 mg Subst.: 15,255 mg CO,, 5,305 mg H,O. 


C,sH 0, (278,2) Ber. © 77,64  H 10,87 
Gef. ,, 77,55 —,, 11,07. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
90 mg bei 2 Tieren. Wirksam in der Dosis 100 mg bei 1 von 
2 Tieren. 

12. Durohydrochinon-di-n-dodecylather. Die Darstellung ist in 
der Arbeit von W. John, E. Dietzel und Ph. Giinther, Diese Z. 252, 
209 und 218 beschrieben. Aus Aceton farblose Blittehen yom Schmelz- 
punkt 83°. 

Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 3 Tieren. 


13. Durohydrochinon-mono-n-dodecylather. Zur Darstellung vg. 
Diese Z. 252, 209 und 218, ferner J. Amer. Chem. Soc. 60, 700, 701 (1938). 


Aus Methanol farblose Krystalle vom Schmelzp. 97°. 
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Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
50 mg bei 4 Tieren. Wirksam in der Dosis 100 mg bei 7 von 
15 Tieren. Wirksam in der Dosis 200 mg bei 5 von 11 Tieren. 


14. Durohydrochinon-mono-n-dodecylatheracetat wurde aus dem 
Monoiither und Essigsiureanhydrid in Pyridinlésung bei Raumtemperatur 
bereitet. Das Acetat krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in farblosen 
Nadeln, die bei 95—96° schmelzen. 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg bei 56° 
getrocknet. 

6,204 mg Subst.: 17,440 mg CO,, 5,840 mg H,0. 

C,,H,,0; (376,3) Ber. C 76,54  H 10,71 
Gef. ,, 76,67  ,, 10,54. 
Biologisch nicht gepriift. 


15. Durohydrochinon-mono-n-dodecylather-n-propionat wurde 
durch Einwirkung von n-Propionsiiureanhydrid auf den in Pyridin gelésten 
Monoiither bei Raumtemperatur hergestellt. Das Propionat schmilzt bei 
80—80,5 °. 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg bei 56° 
getrocknet. 

5,596, 6,025 mg Subst.: 15,810, 17,000 mg CO,, 5,330, 5,820 mg H,0O. 

C,;H,,0, (390,3) Ber. C 176,86 H 10,85 
Gef. ,, 77,05, 76,95  ,, 10,66, 10,81. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
50 mg bei 3 Tieren. Unwirksam in der Dosis 100 mg bei 1 Tier. 


16. Durohydrochinon-mono-n-dodecylather-palmitat wurde aus 
dem Monoiither und Palmitinsiurechlorid in Pyridinlésung bei 60° erhalten. 
Aus Alkohol farblose Krystalle vom Schmelzp. 86°. 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 13 mm Hg bei 56° 
cetrocknet. 

5,417 mg Subst.: 15,760 mg CO,, 5,885 mg H,0. 

C,,H,,05 (572,5) Ber. C 79,65 Hi 11,97 
Gef. ,, 79,35 ,, 12,16. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 


ra) 


50 mg bei 1 von 3 Tieren. 


17. Durohydrochinon -mono-n-dodecylather-allophanat wurde 
durch Einleiten von Cyansiuredampf in eine gekiihlte, benzolische Lésung 
des Monoiithers gewonnen. Aus Essigester farblose Blaittchen vom Schmelz- 
punkt 223°, 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12mm Hg bei 80° 
getrocknet. 
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6,279 mg Subst.: 15,800 mg CO,, 5,855 mg H,0. 


C,,H,,0,N, (420,38) Ber. C 68,52 H 9,59 
Gef. ,, 68,63 ,, 9,54. 
Biologisch nicht gepriift. 


18. Durohydrochinon -mono-dihydro-phytylather. Dieser Athe; 
und sein Allophanat sind in der Arbeit von P. Karrer, H.Salomo) 
und H. Fritzsche, Helvet. chim. Acta 21, 310 (1938) erwihnt. 


4,15 g fein gepulvertes Durohydrochinon, 12 g Dihydro-phytylbromi; 
und 50 cem absoluter Alkohol wurden unter stindigem Riihren und Dure). 
leiten von Wasserstoff auf 80° erwirmt. Im Verlauf von '/, Stunde wurder 
25 cem n/1-alkoholische Kalilauge eingetropft; anschlieBend wurde da 
Reaktionsgemisch weitere 8 Stunden bei 85—90° geriihrt. Nach dem E:. 
kalten wurde Wasser zugesetzt und ausgeiithert. Den vereinigten Ather. 
lésungen wurde noch vorhandenes Durohydrochinon durch Ausschiittely 
mit Claisenscher Lauge entzogen. Der Riickstand der wie iiblich ver. 
arbeiteten Atherlésung wurde im Vakuum fraktioniert destilliert. Der 
unter einem Druck von 0,05 mm Hg bei 185—195° iibergehende Ante! 
im Gewicht von 4g wurde in 100 ccm Benzol gelést. In die gekiihlt: 
benzolische Lésung wurde Cyansiuredampf eingeleitet, der durch thermische 
Zersetzung von 8g Cyanursiiure gewonnen war. Nach 4tiigiger Auf. 


bewahrung des Reaktionsgemisches bei 0° wurde das Ungeléste abgesaugt § 


und gut mit heiBem Benzol ausgewaschen. Filtrat und Waschbenzol wurden 
im Vakuum zur Trockne verdampft, der Riickstand einmal aus Aceton, 
dann aus Essigester umkrystallisiert. Ks wurden so 2g reiner Allophan. 
siureester des Durohydrochinon-mono-dihydrophytylithers vom Schmelz. 
punkt 182—183° erhalten. Das Allophanat krystallisiert aus Essigester in 
feinen, farblosen Nidelchen, die beim Absaugen zu einer stearinadhnlichen 
Masse zusammentreten. 

Zur Analyse wurde das Allophanat 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg 
bei 56° getrocknet. 


6,339 mg Subst.: 16,730 mg CO,, 6,055 mg H,0. 
C,,H,.0,N, (582,4) Ber. C 72,13 H 10,60 
Gef. ,, 71,98  ,, 10,69. 


Zur Gewinnung des Durohydrochinon-mono-dihydrophytylithers wurden 


2 g Allophanat mit einer Lésung von 2,5 g Kaliumhydroxyd in 10 g Methanol | 


4 Stunden in einer Stickstoffatmosphiire am RiickfluB gekocht. Nach Zusatz 
von 40 cem Wasser wurde erschépfend ausgeiithert, die vereinigten Ather- 
lésungen mit Wasser gewaschen und getrocknet, filtriert und eingeengt. 
Nach vollstindiger Entfernung des Lisungsmittels hinterblieben 1,6 ¢ Mono- 
iither als farblose, krystalline Masse von niedrigem Schmelzpunkt. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 von 3 Tieren. 


19. Durohydrochinon-di-benzylather. Die Darstellung ist in der 
Arbeit von W. John, E. Dietzel und Ph. Giinther, Diese Z. 252, 209, 21s 


beschrieben. 
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Aus Alkohol farblose Krystalle vom Schmelzp, 143°. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 3 Tieren. 


20. Durohydrochinon-mono-benzylather. Zur Darstellung vel. 
Diese Z. 252, 209, 218. 
Aus 80°/,igem Alkohol farblose Nidelechen yom Schmelzp. 133°. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 3 Tieren. 


21. Durohydrochinon-mono-benzylather-acetat wurde aus dem Mono- 
iither mit Essigsiure-anhydrid in Pyridinlésung bei Raumtemperatur her- 
gestellt. Das Acetat krystallisiert aus 50°/, igem Alkohol in farblosen Nadeln, 
die bei 118° schmelzen. 


Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12mm Hg bei 56° 
getrocknet. 


5,289 mg Subst.: 14,820 mg CO,, 3,660 mg H,O. 
C,,H..0, (298,2) Ber. C 76,46 4H 7,44 


Gef. ,, 76,42 ,, 7,74. 
Biologisch nicht gepriift. 


22. Durohydrochinon-mono-dihydro-chaulmoogrylather. 8,3 ¢ fein 
gepulvertes Durohydrochinon, 21,4 g Dihydrochaulmoogrylbromid (zur Dar- 
stellung dieses Halogenids wurde der Athylester der Dihydrochaulmoogra- 
siure nach der Methode von Bouveault reduziert und der so erhaltene 
Alkohol mit Phosphortribromid in Toluol bromiert) und 50 ccm absoluter 
Alkohol wurden in der iiblichen Weise bei 80° in indifferenter Atmosphiire 
mittels alkoholischer Lauge umgesetzt. Aus dem schwer ldéslichen Anteil 
des Reaktionsproduktes wurde Durohydrochinon-bis-dihydro-chaulmoogryl- 
ither isoliert, der aus Aceton in farblosen Bliittchen vom Schmelzp. 61° 
krystallisiert. Das in den Mutterlaugen befindliche leichter lésliche Material 
wurde durch Abschiitteln mit Claisenscher Lauge von Durohydrochinon 
und durch Vakuumdestillation von etwas Durochinon und Dihydrochaul- 
moogrylbromid befreit. Der Destillationsriickstand wurde 1 mal aus Essig- 
ester und mehrfach aus Methanol umkrystallisiert, wobei der Durohydro- 
chinon-mono-dihydrochaulmoogrylither in farblosen Blaittchen vom Schmelz- 
punkt 89° erhalten wurde. Ausbeute nur 1,6 g. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 von 3 Tieren. 


23. Durohydrochinon - mono - dihydrochaulmoogrylather - acetat. 
Aus Methanol farblose Blittechen vom Schmelzp. 60—61°. Zur Analyse 
wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mg Hg bei 35° getrocknet. 
5,455 mg Subst.: 15,670 mg CO,, 5,500 mg H,0. 
CyoH,,0, (458,4) Ber. C 78,54  H 10,99 
Gef. ,, 78,35 ,, 11,28. 
Biologisch nicht gepriift. 
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24. Pseudocumohydrochinon-mono-n-hexylather (Versuch Dr. |}; 
schoff). 1,6 g Pseudocumohydrochinon, 10,6 g n-Hexyljodid und 50cm EF * 
absoluter Alkohol wurden in der tiblichen Weise mit 50 cem n/1-alkohi- 
lischer Kalilauge umgesetzt. Nach dem Erkalten wurde von ausgeschiedenem 
Kaliumjodid abfiltriert und das Filtrat von Pseudocumohydrochinon befreit. 
SchlieBlich wurde das Material im Vakuum destilliert, wobei die Hau 
fraktion unter einem Druck von 0,3 mm Hg zwischen 150 und 180° iiber- 
ging und in der Vorlage alsbald erstarrte. Zur Abtrennung dunkel gefiirbter 
Begleitsubstanzen wurde das Destillat der Hauptfraktion auf Ton gebraclit Lit 
und schlieBlich mehrmals aus Methanol-Wasser umgefillt. Ausbeute 1,1 g. 
Monoiither vom Schmelzp. 73°. 

Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg bei is 
getrocknet. 


5,793, 5,682 mg Subst.: 16,145, 15,820 mg CO,, 5,285, 5,210 mg H,v. fuse 


C,;H.,0, (236,2) Ber. C 76,21 H 10,24 
Gef. ,, 76,01, 75,94 ',, 10,21, 10,26. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 von 4 Tieren. 


, ; ‘ 0) 
25. Pseudocumohydrochinon-bis-n-dodecylather (Versuch Dr. Juny) ) 


wurde durch Umsetzung von Trimethyl-hydrochinon mit n-Dodecylbromi¢ 

in alkalischer Lésung bereitet. Aus Ather-Aceton farblose Krystalle vou 

Schmelzp. 47°. (Ve 
Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12mm Hg bei 35! unt 

getrocknet. Ess 


5,212 mg Subst.: 15,440 mg CO,, 5,865 mg H,0. 


Cy3H_ 0. (488,5) Ber. © 81,07 H 12,38 
Gef. ,, 80,79  ,, 12,59. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Unwirksam in der Dosis 
100 mg bei 2 Tieren. 50 


26. Pseudocumohydrochinon-mono-n-dodecylather wurde aus den be; 
Mutterlaugen vom Bis-n-dodecylither isoliert. 


Zur Reinigung wurde der Monoiither im Vakuum destilliert, wobei er 
unter einem Druck von 2mm Hg zwischen 220 und 225° tiberging. 

Das Destillat wurde aus Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 31 
bis 82° 

Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 3 Tieren. 





27. Pseudocumohydrochinon -mono-n-dodecylather-acetat. Aus V 
90°/, igem Methanol farblose Nadeln vom Schmelzp. 47°. 
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Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12mm Hg bei 35° 
rocknet. 
5,453 mg Subst.: 15,230 mg CO,, 5,300 mg H,O. 
C,,H,,0, (362,3) Ber. © 76,18  H 10,57 
Gef. ,, 76,17 ,, 10,88. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
10 mg bei 2 Tieren. 


28. Pseudocumohydrochinon - mono - n - dodecylather - propionat. 
Aus 90°/,igem Methanol farblose Blittchen vom Schmelzp. 47°. 


Zur Analyse wurde 2 Stunden im Vakuum von 12 mm Hg bei 35° ge- 
trocknet. 
5,483 mg Subst.: 15,360 mg CO,, 5,360 mg H,0. 
C,,H,,0; (376,3) Ber. C 76,54 H 10,71 
Gef. ,, 76,40 » 10,94. 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 
100 mg bei 1 von 3: Tieren. 


29. Pseudocumohydrochinon - mono - dihydrochaulmoogrylather 
(Versuch Dr. Jung) wurde analog Versuch 25 aus Trimethylhydrochinon 
und Dihydrochaulmoogrylbromid bereitet. Der Monoither krystallisiert aus 
Essigester in Blittchen, die bei 61° schmelzen. 

5,958 mg Subst.: 17,610 mg CO,, 6,200 mg H,0. 

C,,H,,0, (402,4) Ber. C 80,58 H 11,52 
Gef. ,, 80,61 weir ® 


Ergebnis der biologischen Priifung: Wirksam in der Dosis 


0 mg bei 3 von 4 Tieren. 


Das in iiblicher Weise bereitete Allophanat des Monoithers schmilzt 


ber 174°, 


4,619 mg Subst.: 12,050 mg CO,, 4,120 mg H,0O. 
C,,H,,0,N, (488,4) Ber. C 71,25 H 9,91 
Ger. ,, 71,15 » 9,98. 


Zusammenfassung. 


Es wird iiber eine Reihe verschiedener auf synthetischem 
Vege hergestellter Verbindungen berichtet, die sich zum Teil als 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 4 
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Vitamin K-wirksam erwiesen haben, d. h. bei weiblichen Rat 
mit Vitamin E-Mangel nach einmaliger Verabreichung einer rela j 
hohen Dosis die Geburt lebender Jungen bewirkt haben. 


< j=) 


Kin Zusammenhang zwischen Konstitution und Wirksamk °it 
ist bisher nicht erkennbar. 


oF 


Die Frage der Spezifitiit der Vitamin E-Wirkung wird erérté 
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Uber einen synthetischen Antisterilitatsfaktor. 


5. Mitteilung tiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E). 
Von 


W. John und Ph, Giinther. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitiitslaboratorium in G6ttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1938.) 


Das Studium der U.-V.-Absorptionsspektren der Vitamin E- 
Kaktoren hat uns vor einiger Zeit!) zu der Annahme gefiihrt, 
dab dem aromatischen Ringsystem, das den wesentlichen chromo- 
phoren Kern der Tokopherole bildet, ein weiteres Ringsystem 
angeschlossen sein mu. Wir diskutierten die Méglichkeit, das 
Spektrum der Tokopherole durch das Vorliegen eines substituierten 
Chroman- oder Cumaranringsystems oder weniger gut durch ein 
substituiertes Tetralin- oder Hydrindansystem zu deuten. Dadurch 
sollte die Tatsache ihre Erklarung finden, dab das Absorptions- 
maximum der okopherole langwelliger und héher ist, als die 
zu Vergleichszwecken synthetisierten Monoither des Durohydro- 
chinons und des Pseudocumohydrochinons. 

Von den genannten 4 Ringsystemen erschien uns ein ge- 
eignetes Tetralinderivat besonders einfach zugiinglich und zur 
Priifung unserer Annahme geeignet zu sein. Wir haben deshalb 
schon vor langerer Zeit einen Dimethyl-tetrahydro-naphtho-hydro- 
chinon-mono-n-dodecylather (III) synthetisiert, tiber den wir an 
dieser Stelle kurz berichten wollen, da er einiges Interesse be- 
sitzt durch die iiberraschende Feststellung, da er im biologischen 


Test an der Ratte eine gewisse Vitamin E-Wirksamkeit aufweist. 


Inzwischen ist durch unsere eigenen weiteren Befunde sowie 


durch die Ergebnisse anderer Arbeitskreise’) sichergestellt, dab 
ein Tetralinsystem fiir die Konstitution der Tokopherole keinerlei 


Sedeutung besitzt, daB diese vielmehr als Chromane oder, weniger 
vahrscheinlich, als Cumarane anzusehen sind. Wir haben auch 
olche Ringsysteme synthetisiert und werden dariiber demniichst 


nach Vorliegen der biologischen Ergebnisse berichten. 
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Die Synthese des Dimethyl-tetrahydro-naphtho-hydrochin: 
mono-n-dodecylathers geht den folgenden Weg: 2,3-Dimeth 
naphthalin (Guajen) wird mit Chromsiure zum 2,3-Dimeth 
naphtho-chinon (I)%) oxydiert. Dieses liBt sich nach der Metho le 
von Skita‘*) in einer Reaktion zum Tetrahydro-naphtho-hydr»- 
chinon (Schmelzp. 190—191°) reduzieren, das nach der schon 
friiher') beschriebenen Methode mit Dodecylbromid veriithert wird 
zum Dimethyl-tetrahydro-naplhtho-hydrochinon-mono-n-dodec,|- 
ther (III) (Schmelzp. 78°). Auf diesem einfachen Wege ist ais 
billigem Ausgangsmaterial ein Stoff mit einer deutlichen Wirk- 
samkeit als Antisterilitiitsfaktor schnell in beliebigen Mengen zi:- 
ginglich gemacht. 
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Das_ U.-V.-Absorptionsspektrum des Dimethyl -tetrahydro- 
naphtho-hydrochinon-mono-n-dodecylithers zeigt bei 283 mu ein 
Maximum mit einer Héhe von « = 2220. Es ist nur um ein J} 
Geringes héher als das Maximum des Absorptionsspektrums des 
Durohydrochinon-mono-cetyl-iathers, den wir friiher dargestellt 
haben; dieses liegt bei 283 mu mit einer Héhe von «¢ = 1940. 
Die Erwartung, da8 das Absorptionsmaximum des Dimethyl- 
tetrahydro-naphtho-hydrochinon-mono-n-dodecylithers auch lang- 
welliger liegen wiirde und dem Absorptionsmaximum des «-'l'oko- 
pherols nahe kommen wiirde, hat sich nicht erfiillt. 

Kine biologische Priifung auf Vitamin E-Wirksamkeit haben 
wir zuerst an dem schon friiher beschriebenen Durohydrochinon- 
mono-cetylither vorgenommen. Die Versuchstiere, Ratten, die 
eine durch Vitamin E-Mangeldiait verursachte Resorptionssterilitit 
gezeigt hatten, erhielten am Tage des Belegens 90 mg des Cetyl- | 
iithers, in Sesamél gelést, mit der Nahrung eingegeben. Wir 
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bachteten jeweils zunichst nach der Verfiitterung einen erheb- 
|i »en Gewichtsabfall, der auf eine schlechte Vertriglichkeit so 
fer Dosen des Cetyliithers schlieBen 14Bt. In keinem Falle 
is es uns gelungen, durch Verareichung des Cetylithers eine 
normale Geburt lebender Junge zu verursachen, die eine Vitamin E- 
\\irksamkeit angezeigt hitte. Nach dem Vorliegen dieser ersten 
\orversuche erfuhren wir, daB in den wissenschaftlichen Labora- 
rien der Firma E. Merck, Darmstadt, andere Monoiither des 
surohydrochinons mit positivem Ergebnis im Rattentest auf ihre 
Antisterilitittswirkung untersucht worden waren, und daf eine 
keihe weiterer Monoither noch in der Untersuchung begriffen sei. 
\\ir haben daraufhin unsere Versuche der biologischen Priifung 
yon Monoithern des Durohydrochinons nicht fortgesetzt und nur 
die Versuche mit dem beschriebenen Dimethyl-tetrahydro-naphtho- 
lydrochinon-mono-n-dodecylather weitergefiihrt. 

Nach unseren Ertahrungen mit dem Durohydrochinon-mono- 
cetyl-iither haben wir die Applikation des Dimethyl-tetrahydro- 
naphtho-hydrochinon-mono-n-dodecylithers in anderer Weise 
durchgefiihrt. Die weiblichen Versuchstiere erhielten von dem 
Tage ab, an dem sie mit einem minnlichen Tier zusammengebracht 
worden waren, je 2mal tiglich 10 mg oder héchstens 20 mg des 
Monoiithers in jeweils 200 mg Sesamél gelést, eingegeben. Die- 
jenigen Tiere, die schon in den ersten Tagen Spermien im Aus- 
strich zeigten, erhielten nur eine Gesamtdosis von 60 mg, die- 
jenigen Tiere, bei denen die Konzeption erst spiter erfolgte, er- 
hielten Gesamtdosen von 80 mg und 100 mg. In allen Fallen 
wurden die letzten Dosen spitestens am Tage nach erfolgter 
befruchtung verabreicht. In einem Falle erfolgte die Befruchtung 
erst 10 Tage, nachdem die Gesamtdosis von 100 mg Monoither 
eingegeben worden war. Ks zeigte sich jedoch, dai die Wirksam- 
keit des Priparates ebenso gut zur Geltung kam, wie bei Tieren, 
die die Substanz unmittelbar vor und nach dem Belegen verab- 
reicht erhielten. Es findet demnach eine Speicherung der vitamin E- 
wirksamen Substanz statt; die Antisterilititswirkung hilt wie bei 
len Tokopherolen auch bei kleinen Dosen geraume Zeit vor. Bei 
einer in der beschriebenen Weise erfolgten vorsichtigen Dosierung 
der synthetischen Substanz kann eine schlechte Vertriglichkeit 
in keiner Weise mehr festgestellt werden. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist, dai Dimethyl-tetrahydro- 
naphtho-hydrochinon-mono-n-dodecylither in Dosen von 60—80 mg 
eine deutliche Wirksamkeit als Antisterilititsfaktor aufweist. In 
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seiner Auswirkung ist ein qualitativer Unterschied von den Toi o- 
pherolen nicht zu beobachten. Seine Wirksamkeit betriigt soit 
etwa '/,,—1/,, der Wirksamkeit des «-Tokopherols. Eine genaue 
Festlegung der wirksamen Grenzdosis soll damit noch nicht ¢e- 
geben sein. Kine Reihe weiterer Versuche mit Dosen teils untir, 
teils iiber 60 mg sind noch im Gange. 

Wir sind weiterhin damit beschiftigt, mehrere Monoiither 
des Dimethyl-naphtho-hydrochinons zu synthetisieren, um auc), 
deren biologische Aktivitét zu untersuchen. In Analogie zu den 
Versuchen der Firma E. Merck, Darmstadt, an verschiedenen 
Monoiithern des Durohydrochinons interessiert auch bei den Mono- 
ithern des Dimethy]-tetrahydro-naphtho-hydrochinons die A bhingig- 
keit der Wirksamkeit von der GréBe und Gestalt des Alkylteils. 
Auch diirfte eine weitere Bestitigung der iiberraschenden biolo- 
gischen Wirksamkeit durch eine gréBere Anzahl von Tierversuchen 
wiinschenswert sein. 

Das Resultat dieser Arbeit gibt bereits einige erste Erkennt- 
nisse tiber die Spezifitat der Vitamin K-Faktoren. Der Dimethy]- 
tetrahydro -naphtho-hydrochinon-mono-n-dodecylither zeigt eine 
gewisse Vitamin E-Wirksamkeit, obwohl er sich in zwei wesent- 
lichen Punkten von den Tokopherolen unterscheidet. Der erste 
Unterschied betrifft das Ringsystem. Die Tokopherole besitzen 
mit Sicherheit einen an das aromatische System angeschlossenen 
Atherring. Dieser Atherring ist demnach nicht unbedigt erforder- 
lich fiir das Vorhandensein einer Antisterilititswirkung, obwoh! 
er wahrscheinlich den Grad der Wirksamkeit beeinflussen wird. 
Der zweite Unterschied betrifft den Alkylteil. Die Dodecylkette 
im Dimethyl-tetrahydro-naphtho-hydrochinon-mono-n-dodecy lather 
ist mit Sicherheit verschieden von der im Tokopherol vorliegenden 
Seitenkette, deren genaue Struktur indessen noch nicht sicher be- 
wiesen ist. Daraus folgt, daB auch durch die Gestalt der Seiten- 
kette die Vitamin E-Wirksamkeit nicht bedingt, sondern wahr- 
scheinlich nur quantitativ beeinfluBt wird. 

Aus diesen Betrachtungen folgt, daB die Zahl der als Anti- 
sterilitiitsfaktoren méglichen Stoffe auferordentlich groB sein wird 
oder mit anderen Worten, daB die Spezifitit des Vitamins E 
erstaunlich gering ist. 


Beschreibung der Versuche. 
2,3-Dimethyl -5,8-tetrahydro-1,4-naphto-hydrochinon. Dimethy|- 
naphtochinon wird nach dem Verfahren von Skita‘) mit kolloidalem Pt 
bei 3,6 Atm. hydriert. Der kolloidale Pt-Katalysator wird nach einer etwas 
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vy finderten Methode hergestellt, indem etwas H,PtCl, mit wenig Hydrazin- 
si fat erwirmt wird. Es bildet sich so eine sehr bestiindige Impflésung. 
» « des Chinons und 20 ecem 1°, ige kolloidale Pt-Lésung + 260 mg Gummi- 
arabicum und 200 mg Pt als H,PtC], in 40 cem H,O, 25 cem Eisessig und 
260 mg Gelatine werden zusammen mit der Impflésung in einer Druckflasche 
hei 60—70° und 3,6 Atm. H, auf der Maschine 9 Stunden geschiittelt. Unter 
AusschluB von Luftsauerstoff wird das zum Teil ausgefallene Reaktions- 
produkt mit 15 cem konzentriertem HCl 1 Stunde gekocht und heiB filtriert. 
Das Tetrahydro-dimethyl-naphtho-hydrochinon krystallisiert aus wiibrigem 
Methanol in weiben Nadeln. Schmelzp. 190—191°. Die Ausbeute betriigt 
etwa 95°). 

Nach einer privaten Mitteilung der Firma E. Merck, Darmstadt, ]iibt 
sich dieselbe Hydrierung ebenso leicht unter Verwendung von Platinoxyd 
bei normalem Druck durchfiihren. 


5,248 mg Subst.: 14,440 mg CO,, 3,789 mg H,0. 


CieH Oe Ber. C 74,97 H 8,38 Gef. C 75,04 H 8,06. 
U.-V.-Absorptionsspektrum: Min. 250 mu é 780, 
Max. 288 mu é = 3300. 


Eine geringe Menge des 2,3-Dimethy]-5, 8-tetrahydro-1, 4-naphtho-hydro- 
chinons haben wir oxydiert zum Tetrahydro-dimethy]-naphtho-chinon. Dieses 
krystallisiert aus Alkohol in goldgelben Nadeln, Schmelzp. 121°, und gibt 
mit Dimethyl-naphtho-chinon starke Depression. 

4,384 mg Subst.: 12,185 mg CO,, 2,910 mg H,0. 

CuO, Ber. C 75,75 H 7,42 Gef. C 75,80 H 7,38. 

2,3-Dimethyl-5, 8-tetrahydro-1,4-naphthohydro-chinon-mono-dode- 
cylather. 3,2 ¢ Dimethy]-tetrahydro-naphtho-hydrochinon werden mit 4,5 g 
u-Dodecylbromid wie friiher beschrieben veriithert. Die Ausbeute betrigt 
etwa 1g Monoiither. Dieser krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in harten 
Kiigelchen vom Schmelzp. 78°. 


5,233 mg Subst.: 15,365 mg CO,, 5,160 mg H,O. 
Costes Oe Ber. C 79,95 H 11,18 Gef. C 80,08 H 11,08. 


U.-V.-Absorptionsspektrum: Min. 254 mu e= 660, 
Max. 283 mu é€ = 2220. 


Es ist uns nicht gelungen den erwarteten Di-dodecylither des Dimethy]- 
tetrahydro-naphtho-hydrochinons zu isolieren, dafiir aber erhielten wir gréBere 
fengen an Didodecylither des Dimethyl-naphtho-hydrochinons. Es tritt also 
im Verlaufe der Reaktion eine teilweise Dehydrierung ein, denn auf Grund 
einer spektroskopischen Konzentrationsbestimmung zeigt sich, dab in dem 
ur Veritherung benutzten Rohprodukt 97°/, Tetrahydro- und nur 3°), Di- 
methyl-naphtho-hydrochinon vorgelegen haben. 

Der 2,3-Dimethy]-1, 4-naphtho-hydrochinon-di-dodecylither krystallisiert 
ius Aceton in weiben Nadeln vom Schmelzp. 57°. 

4,552 mg Subst.: 15,760 mg CO,, 4,720 mg H,0. 

Cy,Hyo0, Ber. C 82,38 H 11,52 Gef. C 82,59 H 11,62. 


U.-V.-Absorptionsspektrum: Min. 250 mu é = 1020, 
Max. 296 mu é = 5180. 
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Die bisher vorliegenden Tierversuche, deren Durchfiihrung wir | +1, 


von Guenther verdanken, zeigen das folgende Bild. Die Wirksamkeit « 0s 
Dimethy!-tetrahydro-naphtho-hydrochinon-n-dodecylithers kommt deutli:} 
zum Ausdruck. Eine weitere Bestiitigung durch eine gréBere Anzahl y » 
Versuchen ist in der Ausfiihrung begriffen. 





a 


9 








Ratte Nr. Dosis Ergebnis 
118 Zeigen als Kontrolltiere 
119 zum zweitenmal Resorption 
148 
163 
122 100 mg Ather 78° 5 normale Junge zu je 4,5 g 
134 100 ,, i Resorption 
147 80 ,, » we 1 Junges wird noimal aufgezogen 
144 80 ,, y «we 2 oder 3 Junge (simtlich gefressen 
142 60 ,, . = 3 normale Junge zu je 4,3 g 
139 60 ,, ys Resorption 
157 60 ,, = 4 normale Junge zu je 4,5 g 
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Uber eine neue Farbreaktion der Desoxycholsaure. 


Von 


































Koozoo Kaziro und Toshio Shimada. 


Mit 2 Figuren im Text. 


,us dem Physiolog.-chem. Laboratorium der ,,Nippon‘‘ Medizin-Hochschule, Tokio, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 19338.) 


Die Bestimmung von Gallensiiuren in der Galle wird besonders 
dadurch erschwert, daB eine spezifische Farbreaktion fiir jede 
einzelne Gallensiiure fehlt. Fir Cholsiure kann die bekannte 
Gregory-Pascoe-Reaktion') als spezifisch betrachtet werden. 
AuBerdem ist auch die Reaktion mit Livulose und rauchender 
Salzsiure?), sowie die mit Vanillin und Phosphorsiure vom 
spez. Gew. 1,625 (78 °/,)%), sowie die Reaktion von Hammarsten 
, und Yamasaki‘) fiir Cholsiure spezifisch. Es fehlt jedoch bis 
jetzt noch eine Farbreaktion, die fiir Desoxycholsiiure spezifisch 
ist. Wir haben eine solche aufgefunden. Sie besteht darin, daB 
nian die getrocknete Desoxycholsiiure mit einigen Tropfen Benz- 
aldehyd und einigen Kubikzentimetern 75°/,iger Schwefelsiure 
spez. Gew. 1,68) 5 Minuten bei 50° auf dem Wasserbade erwarmt 
und die nun dunkelrot gefirbte Fliissigkeit mit dem 2 fachen 
Volumen Kisessig versetzt; sofort oder nach kurzem Stehen schligt 
die Farbe nach einem schénen Griin um. Die anderen Gallen- 
siuren geben je nach der Gallensiureart auch verschiedene rit- 
liche Farben beim Erwirmen mit Benzaldehyd und Schwefel- 
iure, zeigen aber keinen Farbumschlag zum Griin beim Ver- 
mischen mit Kisessig wie die Desoxycholsiiure, sondern es bleibt 
dabei die mehr oder minder rote Farbe bestehen. Wenn die mit 
Misessig verdiinnte Reaktionslésung langere Zeit (830—60 Minuten) 
stehen bleibt, zeigt Anthropodesoxycholsiure allmihlich eine blau- 
violette und Hyodesoxycholsiure eine rotviolette Farbe, wihrend 
lie der Desoxycholsiiure unverindert bleibt. Diese Farbreaktion 
kann daher als fiir Desoxycholsiure spezifisch betrachtet werden. 
Mit ihrer Hilfe lassen sich selbst 0,2 mg Desoxycholsiure noch 
ohne besondere Schwierigkeit nachweisen. Die Reaktion fiallt 
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aber auber mit Desoxycholsiure auch noch mit 3-Keto-12-o.y. 








umschlag ist jedoch in diesem Falle bedeutend schwicher. 











ee eo . . . ° + } 4 
cholansiiure positiv aus; sie kommt allerdings nicht in der Na uy ee 
vor und die Fiarbung verschwindet nach einigen Stunden yoil- 
stindig. #-Lagodesoxycholsiure, eine in ihrer Konstitution noch 
nicht aufgeklirte Siure aus Kaninchengalle von Kishi), reagiort 
ebenso positiv. Die Spezifitit der Reaktion wird nach den folgen- 
den Tabellen als gesichert betrachtet werden kénnen. Einzelne 
Proteine geben eine schwach gelblich-griine Fiirbung (Tab. I). 

Tabelle L. 

1. Reaktion: Benzaldehyd und Schwefelsiiure (75 °),), 

2. Reaktion: Vermischen mit Eisessig nach der 1. Reaktion. 

Gallensiiuren u. a. 1. Reaktion 2. Reaktion 

Desoxycholsiiure dunkelrot griin 
Cholsiiure gelblich-rot rotlich-gelb 
*) Glykocholsiure . ‘9 ’ 
Hyodesoxycholsiure . orangerot schwach rot 
Anthropodesoxycholsiure . rotbraun braun 
**) 5-Lagodesoxycholsiure . dunkelrot griin 
3-Keto-12-oxy-cholansiiure ‘s - 
3-Oxy-12-keto-cholansiure gelb schwach rot 
Dehydrodesoxycholsiure . . ,9 
Reduktodehydrocholsiure ¥9 m “ 
3, 7-Dioxy-12-keto cholansiiure schwach gelb 
3-Keto-7, 12-dioxy-cholansiiure gelb 
8-Dehy drohyodesoxycholsiiure . , ” 
Dehydrocholsiiure . schwach gelb 
Cholesterin . gelb schwach rot 
Cholestenon . schwach gelb 
Cholestanon . - és - 
Palmitinsiiure . gelb schwach rot 
Stearinsiure schwach gelb * “s 
Oleinsiiure braun braun 
Linolsiure schmutzig braun tief braun 
Lezithin gelbrot schwach braun 1.5 
Harnstoff . gelb gelb ™ 
ee + ee wae rot schwach griin 
*) Kiiufliche Glykocholsiure gibt bei dieser Reaktion eine griine Farbe: 7: 
synthetisch bereitete Glykocholsiiure gibt aber keine griine Reaktion. oe 
**) Fiir die freundliche Uberlassung des §- Lagodesoxycholsiure-Priiparates stan 
sei Herrn Dr. S. Kishi vom Krebsforschungsinstitut zu Tokio bestens ae 
gedankt. 71} 
Statt Eisessig kann man auch 50°/,ige Schwefelsiure ver- ma 
wenden, um die genannte griine Farbe zu erzeugen; der Farb- ie 
11C 


















Uber eine neue Farbreaktion der Desoxycholsiiure. 59 


Die Absorptionsverhiltnisse der Farblésung ergeben sich aus 


dv Spektrenaufnahme wie folgt (vgl. Fig. 1 und 2): 
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Fig. 2. 2. Reaktion (griin). 


a) Die Absorptionsstreifen der roten Reaktionslésung (der 
|. Reaktion) liegen bei 5690 A und 5030 A. Der erste Streifen 
ist stirker als der zweite. 

b) Die Streifen der nach dem Farbumschlag durch Eisessig 
erzeugten griinen Farblisung (der 2. Reaktion) liegen: (I) bei 6350 A, 
stark, scharf und schmal, (II) 6070 A, schwach und unscharf, 
I1l) 4920 A, ebenso schwach aber scharf und (IV) bei 4640 A, 
ziemlich stark, unscharf und breit. Die beiden letzteren sind 
manchmal schwer voneinander zu unterscheiden. 

Uber den Chemismus dieser Reaktion liiBt sich yorliiufig noch 
nichts Bestimmtes aussagen. Anscheinend spielt die OH-Gruppe 
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in C,, eine Rolle. Es fallt aber dann auf, daB diese Reakt on 
bei Cholsiure fehlt. 

Desoxycholsiure in der Galle kann mittels dieser nevey 
Farbreaktion auf direktem Wege nachgewiesen werden, was iis 
jetzt in keiner Weise méglich war. In der Tat konnte ihr Vor. 
kommen in der Galle verschiedener Tiere durch die neue Far). 
reaktion direkt nachgewiesen werden. Zum Nachweis wurde etwa 
1 ccm der alkoholischen Gallenlésung (1:10) nach dem Ver. 
dampfen des Alkohols direkt auf die genannte Weise gepriift. 


Tabelle IL. 





Galle 1. Reaktion 2. Reaktion 
Kaninchen ...... rot blaugriin 
ee " griin 
Os. ce, Sg, ee od " ™ 
ia a gelbrot gelbrot 
Menwein ... 2. kt ss rot rot 
Krote _ 

Aal ” 








Kaninchengalle gibt meistens nicht eine griine Reaktions- 
lésung wie reine Desoxycholsiure, sondern eine mehr blaue. Diese 
blaue Reaktion scheint von der gekoppelten Desoxycholsiure 
zu stammen, denn nach Hydrolyse farbt sich auch Kaninchen- 
galle griin. 

Die Reaktion erméglicht auch, die Desoxycholsiiure in der Galle 
quantitativ zu bestimmen. Die Bestimmung kann wenigstens bei einer 
Galle, die Desoxycholsiure als Hauptgallensiure enthilt, wie z. B. bei 


Kaninchengalle, ohne besondere Schwierigkeit ausgefiihrt werden. Niihere 
Angaben erfolgen spiiter. 


SchluBfolgerung. 


Die rote Farbe, die Desoxycholsiure mit Benzaldehyd und 
Schwefelsiiure (75 °/,) gibt, schligt durch Vermischen mit Kisessig 
in Griin um. Die Reaktion ist fiir Desoxycholsiure spezitisch. 


Literatur. 


1. R. Gregory u. T. A. Pascoe, J. of Biol. Chem. 83, 35 (1929). 

2. Y. Ohyama, J. of Biochem. 27, Nr. 2 (1938). 

3. Y. Abe, J. of Biochem. 25, 181 (1937). 

4. O. Hammarsten, Diese Z. 61, 495 (1909); K. Yamasaki, J. of Biochem 
18, 311 (1933). 

5. S&S. Kishi, Diese Z. 238, 210 (1936). 


ee, 














Uber den enzymatischen Abbau und Aufbau 
der Glutaminsdure”). 


II. In tierischen Geweben**). 
r- § Von 
Hans v. Euler, Erich Adler, Gunnar Giinther und Nalin Bandhu Das. 


Mit 15 Figuren im Text. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitét Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1938.) 


A. Einleitung (S. 62). Geschichtliches. Fragestellung. Kurzer 
Uberblick iiber die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. — B. Priparate 
und Methoden (S. 67. — C. Ergebnisse. I. Die ,,dehydrierende 
Desaminierung“ der 1(+)-Glutaminsiiure (S. 68). 1. Nachweis durch den 
Thunberg-Versuch. 2. Sauerstoff als Endacceptor. a) Die Komponenten des 
aeroben Systems; b) Der Wasserstofftransport bei der aeroben Dehydrie- 
- 6O&§ rung; ¢) Die summarische Reaktionsgleichung der aeroben Dehydrierung. 
e x 3. Spektrophotometrischer Nachweis der priméren Dehydrierungsreaktion 
und deren Mechanismus. — II. Die Reversibilitit der ,,dehydrierenden 
Desaminierung“ der Glutaminsiure (S.76). 1. Hemmung der Glutaminsiiure- 
dehydrierung durch die Reaktionsprodukte. 2. Hemmung der Cozymase- 
Hydrierung durch die Reaktionsprodukte. 3. Das Gleichgewicht der primiren 
Dehydrierungsreaktion. — III. Die ,,hydrierende Aminierung“ der «-Keto- 
clutarsiiure (Synthese der Glutaminsiiure) (S. 81). 1. Hydrierung von Imino- 
glutarsiure durch Dihydro-cozymase. a) Spektrophotometrische Versuche. — 
py-Abhingigkeit der ,,hydrierenden Aminierung“; b) Nachweis der gebildeten 
Glutaminsiure. 2. Hydrierung von Iminoglutarsiiure durch Wasserstoff- 
liefernde Dehydrasesysteme. — IV. Die Spezifitit der Glutaminsiure-apo- 
dehydrase (S. 88). 1. Codehydrase-Spezifitiit. 2. Substrat-Spezifitit. — 
V. Die Verteilung der Glutaminsiiure-apodehydrase im Tierkérper (S. 93). — 
D. Uber die physiologische Rolle des Systems der Glutamin- 
siuredehydrase (S. 95). Spezifische Fixierung von NH, an Ketoglutar- 
siiure (Glutaminsiuresynthese) als Aufgabe der Dehydrase. Hintereinander- 
schaltung von Glutaminsiiuresynthese und Umaminierung als Weg der Syn- 
>» these von Aminosiuren. Schema des Aminosiiureumsatzes im Tierkérper. 
} Andere Wege der Aminosiuresynthese. — E. Zusammenfassung (S. 102). 
*) Zugleich XXI. Mitteilung iiber die Komponenten der Dehydrase- 
systeme., 

” **) Als I. Mitteilung dieser Reihe soll die Arbeit von v. Euler, Adler, 
: u. Steenhoff Eriksen [Diese Z. 248, 227 (1937)] iiber die Glutaminsiure- 

2 dehydrase aus Hefe bezeichnet werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 
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A. Einleitung. 


Durch die Untersuchungen von Neubauer?) und Knoop") 
sowie von Krebs’) ist der chemische Mechanismus der Desami- 
nierung von Aminosiuren im Tierkérper klargelegt worden. Die 
Desaminierung geschieht oxydativy, wobei Iminosaure als Inter. 
mediirprodukt anzunehmen ist und Ketosiure und Ammoniak 
als Endprodukte auftreten: 


R R R 
| | | 
a) H—-O—Ne, —*".» cenn +2°, (G0 + NH, 
| | | 
COOH COOH COOH 


Was die Synthese der Aminosiiuren betrifit, so konnte 
Knoop*) durch Fiitterungsversuche zeigen, daB aus Ketosiuren 
Aminosiuren gebildet werden, ein Befund, der von Embden‘) 
sowie von Dakin®) im Durchstrémungsversuch an iiberlebender 
Leber bestatigt wurde. Neuerdings wurde von Neber®) eine 
Bildung von Aminosiure aus Brenztraubensiure und Ammoniak 
in Gegenwart von Leberschnitten nachgewiesen. 

Fiir den Mechanismus der Synthese stellte Knoop vor allem 
zwei Hypothesen zur Diskussion. Die eine wird ausgedriickt durch 
die einfache Umkehrung des Schemas (1), wonach die Synthese 
durch die enzymatische Reduktion der (nichtenzymatisch gebildeten) 
Iminosiure erfolgt. Diese Hypothese wurde von Knoop und 
Oesterlin‘) durch rein chemische Modellversuche gestiitzt, bei 
denen die Bildung von Aminosiiuren durch Reduktion von Imino- 
siuren (d. h. eines Gemisches von Ketosiiuren und NH,) mittels 
katalytisch erregten Wasserstoffs oder mit Hilfe von Reduktions- 
mitteln wie Cystein oder Ferrosulfat®) gezeigt wurde. 

Kine andere Hypothese Knoops stiitzte sich auf die inter- 
essante Beobachtung, daB nach Verfiitterung von y-Phenyl-a-keto- 
buttersiiure im Harn neben anderen Umwandlungsprodukten optisch 


1) Neubauer u. Gross, Diese Z. 67, 219 (1910); Neubauer u. 
Fromherz, Diese Z. 70, 326 (1911). 

1a) Diese Z. 67, 489 (1910). 

*) Diese Z. 217, 191 (1933); 218, 157 (1933); Biochemic. J. 29, 1620 (1935). 

5) Knoop u. Kertess, Diese Z. 71, 252 (1911); Knoop u. Blanco, 
Diese Z. 146, 267 (1925). 

4) Embden u. Schmitz, Biochem. Z. 29, 423 (1910); 38, 393 (1912). 

5) Dakin u. Dudley, J. of Biol. Chem. 18, 29 (1914). 

6) Diese Z. 234, 83 (1935). *) Diese Z. 148, 294 (1925). 

5) Knoop u. Oesterlin, Diese Z. 170, 186 (1927). 
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aktive N-Acetyl-y-phenyl-e-amino-buttersiure auftrat, und zwar 
in gesteigerter Ausbeute bei gleichzeitiger Verfiitterung von Brenz- 






























p 1a) 

. traubensdure. Knoop nahm an, daf die Acetylgruppe entstanden 

Die [| sei durch Dehydrierung eines Brenztraubensiuremolekiils, und dab 

ter. [ der dabei verfiigbar werdende Wasserstoft zur reduktiven Fixie- 

iak [| rung des Ammoniaks an die Phenyl-keto-buttersiure diente; dieser 
Vorgang wire analog der aus rein chemischen Versuchen’) 
bekannten Bildung von Alanin aus Brenztraubensiure und NH, 
und kann nach Knoop’) schematisch folgendermaBen formuliert 
werden: 

R R CH, R CH, 

ite 9) Cap +3, 6aNH + 6=0 ——> é an 

en | i™ | 

i) § COOH “COOH COOH COOH ~HOCO 

» R CH, 

le | 

ik aie 1 —._ I O04 OD, 

n ) : COOH 

h Verliuft dieser Vorgang an natiirlichen Ketosiuren, so ist 

eine rasche Spaltung der Acetylaminosiure zur Aminosidure zu 

) erwarten, so daB es nicht — wie beim Phenylderivat — zu einer 

: Ausscheidung der Acetylverbindung im Harn kommt. 


Diese Hypothese der ,,acetylierenden Aminierung“ ist von 

Knoop zuerst aufgestellt und jetzt von Du Vigneaud und 

| ) [rish’*) durch neue Versuche gestiitzt worden [vgl. dazu Knoop, 
4 





Diese Z. 258, 281 (1938), Von Krebs?!) wird auch die von 
Neber®) mit Leberschnitten nachgewiesene Aminosiurebildung 
aus Brenztraubensiure als ,,acetylierende Aminierung“ gedeutet. 
Die Brenztraubensaure spielt hierbei nach Krebs eine spezifische 
tolle als Wasserstoffdonator fiir die Iminosiiure, denn sie konnte 
durch andere Ketosiuren, wie Ketoglutarsiiure, nicht ersetzt werden. 


, Was nun die Kenntnis der Enzymsysteme betrifft, die den 
* Aminosiureumsatz katalysieren, so ist man zwar iiber die Enzyme 
der oxydativen Desaminierung schon recht gut unterrichtet, war 
*®) Erlenmeyer u. Kunlin, Liebigs Ann. 307, 146 (1899); 316, 145 
(1901); Ber. chem. Ges. 35, 2438 (1902); De Jong. Ree. Trav. chim. Pays-Bas 

19, 259 (1900). 


a 1°) J. of Biol. Chem. 122, 349 (1938). 
% 1) Annual Rey. Biochem. (Am.) 5, 247 (1936). 
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es dagegen bisher noch kaum iiber den enzymatischen Apparat 
der Synthese. | 

Die oxydativ desaminierenden Enzyme sind in Niere, Leber 
und Darmschleimhaut angereichert und kommen in den iibrigey 
Geweben héchstens in kleiner Konzentration vor. Schnitte yon 
Geweben, die Aminosiiuredehydrase enthalten, vermiégen beide 
optischen Antipoden der Aminosiiuren anzugreifen, wiihrend durch 
verdiinnte Suspensionen oder zellfreie Kxtrakte eigentiimlicher- 
weise nur die nichtnatiirlichen Formen desaminiert werden. Als 


Acceptor wird molekularer Sauerstoff verwertet — weshalb diese 
Enzyme der Gruppe der ,,Aero-Dehydrasen“}2) zuzurechnen 
sind — und Wasserstoffsuperoxyd tritt als Reaktionsprodukt 


aut '**), Redoxfarbstoffe sind viel schlechtere Acceptoren als 
Sauerstoff. 


Von N. B. Das?*) wurde der Nachweis gefiihrt, daB die aus 
Niere isolierte Dehydrase des Prolins und Alanins durch einen 
in tierischem Gewebe sowie in Hefe vorkommenden hitzestabilen 
Stoff aktiviert wird, der mit den bekannten Co-Fermenten nicht 
identisch war. Warburg und Christian!4) sowie Straub 
konnten die Aufteilung der Alanindehydrase in Apo- und Co-Enzym 
kiirzlich exakt beweisen, und haben in dem neuen Co-Enzym eine 
flavinhaltige Substanz erkannt (Flavin-Adenin-nucleotid) '). 


Bei alteren Versuchen iiber die Dehydrierbarkeit yon Amino- 
siuren war hiufig die Glutaminsiure besonders hervorgetreteu 
durch ihre gute Donatoreigenschaft!°*). Die Vermutung, daB diese 
Aminosiure durch ein spezifisches Enzym dehydriert werde, wurde 
gestiitzt durch die Tatsache, dab Cozymase gerade die Dehy- 
drierung von Glutaminsiure, aber nicht die anderer Aminosiuren 
beschleunigte 1®1"), (Die zur damaligen Zeit verfiigbaren Cozymase- 


2) Zur Nomenklatur vgl. z. B. Franke u. Lorenz, Liebigs Ann. 
532, 1 (1937). 

128) Keilin u. Hartree, Proc. roy. Soc., Lond. Ser. B: Biol. Sci. 119, 
114 (1936). 

18) Biochemie. J. 30, 1080, 1617 (1936); Naturw. 26, 168 (1938). 

14) Biochem. Z. 295, 261 (1938); Naturw. 26, 201 u. 235 (1938). 

+) Nature (Brit.) 141, 603 (1938). 

154) Vel. z.B. Thunberg, Skand. Arch. Physiol, 40, 1 (1920); Quaste! 
u. Mitarb., Biochemie. J. 26, 725 (1932). — Weitere Literatur vgl. z. B. 
W. Franke in H. vy. Euler, Chemie der Enzyme, Miinchen, Bergmann 
1934, S. 592. 

16) B. Andersson, Diese Z. 217, 191 (19383). 

17) C.G. Holmberg, Akad. Avhandl., Lund (19838). 
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priparate waren allerdings unreine Gemische aus den _ beiden 
Codehydrasen I und IT.) 

Vor kurzem haben v.Euler, Adler und Steenhoff Eriksen’®) 
in Hefe eine auf (die natiirliche) 1(+)-Glutaminsdure spezifisch 
eingestellte Apodehydrase aufgefunden, die sich mit Codehydrase II 
(Warburgschem Co-Ferment, Triphospho-pyridinnucleotid) zur 
Holodehydrase vereinigt. Die dehydrierende Funktion des Enzyms 
wurde durch Acceptorversuche (Methylenblau-Reduktion und 
Sauerstoftzehrung) und weiterhin durch direkte optische Messung 
der in der Primirreaktion zwischen Glutaminsiure und Codehy- 
drase II in Gegenwart der Apodehydrase gebildeten Dihydro- 
codehydrase II nachgewiesen. 

In der eben genannten Arbeit!’) wurde die Absicht aus- 
sesprochen, zu untersuchen, ob die Hefedehydrase ,,in der Zelle 
auch an dem umgekehrten Vorgang, der Bildung von Glutamin- 
siiure aus ihrem Dehydrierungsprodukt teilnimmt“. Es war ja zu 
erwarten, daB die Primirreaktion zwischen Glutaminsadure und der 
Holodehydrase wie die vieler anderer analogen Systeme reversibel 
sei. Diese Erwartung hat sich in neueren Versuchen, iiber die 
demniichst berichtet werden soll, bestitigt. 

In der Zwischenzeit haben wir das Studium der Glutamin- 
siiuredehydrase in tierischen Geweben aufgenommen und 
konnten den Mechanismus der durch dieses Enzym katalysierten 
reversiblen Reaktion aufklaren. Uber diese Ergebnisse soll in der 
vorliegenden Arbeit berichtet werden. 

Aus tierischen Geweben kénnen Apodehydrasepriiparate her- 
sestellt werden, die nach Erginzung durch Codehydrase I (Cozymase) 
spezifisch 1(+-)-Glutaminsiure dehydrieren. Apodehydrasepraparate 
aus Leber werden auBer durch Codehydrase I auch durch Codehy- 
drase II wirksam ergiinzt; ob diese Unspezifitiit beztiglich des Co- 
Enzyms fir alle Gewebe gilt, soll noch untersucht werden. 

Es ist bemerkenswert, daB Glutaminsidure-apodehydrase in verschie- 
denen Organismen verschiedene Codehydrasespezifitit aufweist. Im Gegen- 
satz zur tierischen Dehydrase ist die Hefedehydrase, wie oben erwihnt, 
Codehydrase II-spezifisch, und das gleiche zeigte sich in Versuchen von 


V. Hellstrém'**) fiir die Dehydrase von Bacterium coli. Dagegen ist die 
Glutaminsiuredehydrase héherer Pflanzen Codehydrase I-spezifisch'*). Die 


8) Diese Z. 248, 227 (1937). 

18a) Unverdffentlichte Versuche. 

1) Adler, Das, v. Euler u. Heyman, C. r. Trav. Labor. Carlsberg 
(Diin.), Sér. chim. 22, 15 (1938) (Sérensen-Festband). 









66 H. v. Euler, E. Adler, G. Giinther und N. B. Das, 


eigentiimliche Tatsache, daB Apodehydrasen, welche die gleiche Reaktioy 
katalysieren, sich mit verschiedenen Codehydrasen spezifisch verbindep, 
zeigt nicht nur, daB verschiedene Proteine vorliegen, sondern auch, daf 
Substratspezifitiit und Codehydrasespezifitit an zwei verschiedenen Stellen 
des Apodehydrasemolekiils lokalisiert sein miissen. Die Frage, wodurch die 
Spezifitit der Apodehydrasen zur einen oder anderen Codehydrase iiber. 
haupt bedingt ist, kann noch nicht exakt beantwortet werden. Auf die 
weitere Frage, in welcher Weise die Auswahl der Codehydrase von Be. 
deutung fiir die Einordnung des Glutaminsiureumsatzes in den Gesamt. 
stoffwechsel des betreffenden Organismus sein kann, werden wir in einem 
spiteren Abschnitt (S. 96) noch zuriickkommen. 


Die Primarreaktion der Glutaminsiuredehydrierung 
in tierischen Geweben besteht nach den Ergebnissen der vor- 
liegenden Arbeit in einer an der spezifischen Apodehydrase ver- 
laufenden Dehydrierung der Glutaminsiure durch Codehydrase 
unter Bildung von Iminoglutarsiure und Dihydro-codehydrase, 
worauf die Iminosiiure spontan in Ketoglutarsiure und Ammoniak 
zerfallt [Gleichungen (3) und (4), Co-Codehydrase I oder II}: 


(CH,), ad COOH (CHg), 6s COOH 
| Apodehydrase | 
(3) HC—-NH, +Co ————> C=NH_ + CoH, 
| | 
COOH COOH 
(CH,),* COOH (CH,),- COOH 
| | 
4 GmaNH +5,0 —— C=0 + NH, 
| | 
COOH COOH 


Von besonderem Interesse fiir die biologische Funktion der 
Glutaminsiuredehydrase ist jedoch der Befund, daB Reaktion (3) 
reversibel ist. 

Aus diesem Befund, zusammen mit der weiteren Tatsache, 
daB auch Reaktion (4) reversibel ist, ergibt sich folgendes: geht 
man aus von Ketoglutarsiiure, Ammoniak und Dihydro-cozymase, 
so mu — in Gegenwart der Glutaminsiure-apodehydrase — eine 
Reduktion der mit Ketoglutarsiure und NH, im Gleichgewicht 
stehenden Imino-glutarsiure zu Glutaminsiure stattfinden. Diese 
enzymatische Synthese der Glutaminsiaure, die _,,hydrie- 
rende Aminierung“ der Ketoglutarsiure, lieB sich experimentell 
leicht verwirklichen ?°), Sie erhilt eine besondere biologische 


°°) Vorliufige Mitt. iiber diese Ergebnisse vgl.'*) sowie G. Giinther, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 A, Nr. 23 (1937); Adler, Das u. v. Euler, 
Ebenda 12 b, Nr. 40 (1937); E. Adler, Ebenda i2B, Nr. 42 (1987). 
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Bedeutung dadurch, daB nach Braunstein und Kritzmann?’) 
in den Zellen die Aminogruppe der Glutaminsiure auf die ver- 
schiedensten Ketosiuren iibertragen wird (,,Umaminierung“). 


Von Weil-Malherbe??*) wurde vor kurzem bereits beschrieben, 
daB im Gehirn Glutaminsaéure als einzige Aminosiure oxydativ 
desaminiert wird, wobei Ketoglutarsiure entsteht; der Autor fand 
ferner, daB Ketoglutarsiure in Gegenwart von Gehirnschnitten 
und Glucose oder Brenztraubensiure NH, bindet, woraus er auf 
die Reversibilitat der Glutaminsiuredesaminierung schloB. 


B. Priparate und Methoden. 


Glutaminsiure-apodehydrase. Zu den meisten Versuchen wurden 
Apodehydrasepriparate aus Rinder- oder Schweineleber angewandt. Die 
Leber wurde in der Fleischhackmaschine zerkleinert, 2 mal mit der doppelten 
Gewichtsmenge eisKaltem Aceton verriihrt und abgepreBt, schlieBlich mit 
Ather gewaschen und im Vakuum iiber Paraffin und Schwefelsiure oder 
auch in diinner Schicht auf Filtrierpapier an der Luft getrocknet. Das 
Acetonpriparat wurde im Morser zerkleinert und von gréberen Bestandteilen 
durch Sieben befreit. Es ist monatelang haltbar. 

Zur Herstellung der Apodehydraselésung wurden 10g Acetonleber 
2mal mit 40 cem Wasser und Sand verrieben, und der durch Zentrifugieren 
erhaltene Extrakt 8—12 Stunden aus Cellophan gegen flieBendes Wasser 
dialysiert. Das durch Zentrifugieren von ausgeflocktem Eiweif befreite, als 
,Rohlésung“ bezeichnete Priparat war fiir Routineversuche meist vollig 
ausreichend. Extraktion des Acetonpulvers mit m/10-Na,HPO, und nach- 
folgende Dialyse liefert noch aktivere Lésungen. 


Reinigung: Glutaminsiure-apodehydrase war von T. H. Qui- 
bell?) in Lésungen von Glucose-dehydrase aus Leber nachgewiesen 
worden, die im wesentlichen nach Harrison?”’) gereinigt waren. 
Man kann also durch wiederholte Ammoniumsulfatfillung eine 
Reinigung der Glutaminsiure-apodehydrase erzielen. In derart 
gereinigten Lésungen muB jedoch immer mit der Anwesenheit 
von Resten von Ammonsalz gerechnet werden, die unerwiinscht 
sind, wenn der KinfluB des NH, gesondert untersucht werden 
soll. Im Gegensatz zu Glucose-dehydrase wird die Glutaminsiure- 
dehydrase durch Fillung mit Aceton oder Alkohol nicht wesent- 
lich geschadigt. Es wurden so haltbare Enzym-Trockenpriparate 
gewonnen. Aus den wibrigen Lésungen solcher Praparate haben 
wir die Apodehydrase durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd C, 


1) Nature 140, 503 (1937); Enzymologia (Nd.) 2, 129 (1937). 
18) Biochemic. J. 30, 665 (1936). 22) Diese Z. 251, 102 (1938). 
23) Biochemie. J. 27, 382 (1983). 









68 H. v. Euler, E. Adler, G. Giinther und N. B. Das, 


(nach Willstitter und Kraut) und Elution mit m/10-Na,HPO, 
weiter gereinigt. 

Kine systematische Reinigung der Apodehydrase wurde noch 
nicht unternommen. 


Dihydro-cozymase. Aus Cozymase entweder durch enzy- 
matische Hydrierung**) oder durch Hydrierung mit Hydrosultit 
dargestellt und als Bariumsalz mit Aceton ausgefallt, im letzteren 
Fall nach vorangehender Abscheidung yon Bariumsulfit und -sulfat 
in der Hitze*>). Zur Darstellung der Versuchslésungen wurde das 
Bariumsalz mit Na,SO, umgesetzt. 


Substrate. 1(+)-Glutaminsiure von Hofmann-La Roche 
sowie von Frinkel und Landau. Eine Probe von d(—)-Glut- 
aminsiiure verdanken wir Herrn Dr. V. Bruckner (Szeged). [Vel. 
Diese Z. 247, 281 (1937).] Fir die Uberlassung von «-Ketoglutar- 
siure sind wir Herrn Prof. P. Karrer zu besonderem Dank ver- 
pflichtet. 

Die Messung der Dehydrierung geschah a) durch den 
Thunberg-Versuch in der iiblichen Weise, b) durch die Messung 
der Sauerstofizehrung im Warburg- Apparat. 

Die reversible Primirreaktion wurde durch spektrophoto- 
metrische Verfolgung der Dihydro-cozymase-Absorption bei 
A = 334 mu studiert. 

Ammoniak wurde nach Embden, Carstensen und Schu- 
macher**), Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. 


C. Ergebnisse. 
I. Die ,,dehydrierende Desaminierung‘* der 1( + )-Glutaminsaure. 
1. Nachweis durch den Thunberg-Versuch. 


Tab. 1 zeigt, daB 1(+)-Glutaminsiiure in Gegenwart von 
Dehydraselésung aus Leber und yon Cozymase Methylenblau 
reduziert. 

Tabelle 1. 


Glutaminsiuredehydrierung. Substrat: 0,5 m 1(+)-Na-Gluta- 
minat. — Enzym: Dehydraselésung aus Leber (,,Rohlésung“). — Cozymase: 
1mg/cem. — m/2-Phosphatpuffer p, = 7,6. — Methylenblau 1: 5000. — 
Jeder Ansatz enthalt 0,25 cem Puffer, 0,5 cem Mb (im Einsatzréhrchen) und 
ist mit Wasser auf 2,0 ccm ergiinzt; iibrige Komponenten vgl. Tabelle. 


*4) Adler u. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 86 (1937). 
>) vy. Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 33 (1938). 
*6) Diese Z. 179, 191 (1928). 
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Versuch — - ae Entf irbungszeit 
Nr, Glutaminsiure Enzym Cozymase Miseten 
i 0,25 0,25 0,25 6 
2 — 0,25 0,25 170 
; 0,25 0,25 one > 180 
0,25 0,25 *) 0,25 > 180 














*) hitzeinaktiviert. 


Cozymase ist also eine notwendige Komponente des Systems. 
Dagegen ist ein Zusatz von Flavinenzym nicht erforderlich. Die 
\ asserstoffiibertragung von der Dihydro-cozymase auf das Methylen- 
blau muB also durch eine bereits in der Enzymlésung enthaltene 
Komponente bewirkt werden. In Versuchen mit ,,Rohlésungen“, 
wie in Tab. 1, bewirkt Flavinenzymzusatz im allgemeinen eine 
sewisse Verkiirzung der Spontanentfirbung, beeinfluBt aber die 
Kntfirbungszeit im Ansatz mit Glutaminsiure nur ganz un- 
hedeutend. Bei Versuchen mit gereinigten Enzympriparaten 
dagegen verkiirzt Flavinenzym die Entfirbungszeit, woraus hervor- 
geht, daB solche Priparate in bezug auf die Wasserstoff-iiber- 
tragende Komponente nicht mehr voll aktiviert sind. Die Natur 
des in den Enzympriiparaten enthaltenen Wasserstoffiibertragers 
wird weiter unten diskutiert. Tab. 2 zeigt die Flavinenzymwirkung 
im System mit gereinigter Apodehydrase. 


Tabelle 2. 


Flavinenzym-Effekt. Apodehydrase: Nach Quibells*’) Angaben 
fiir die Reinigung von Glucose-dehydrase dargestellt, durch Acetonfillung 
sowie Adsorption und Elution weiter gereinigt. Flavinenzym aus Hefe. Im 
iibrigen wie Versuche zu Tab. 1. 








Versuch | Glutamin-| — Apo- __._. | Flavin- | Entfarbungsceit 
Nr. siure dehydrase ronpinaes enzym Minuten 
i si 0,25 0,25 0,25 > 180 
2 0,25 0,25 0,25 an 25 
0,25 0,25 0,25 0,25 15 
{ 0,25 ae 0,25 0,25 > 180 

















2. Sauerstoff als Endacceptor. 


a) Die Komponenten des aeroben Systems. Das System 
Glutaminsiiure + Leberenzym + Cozymase + Mb nimmt, wie schon 
auf Grund der Thunberg-Versuche zu erwarten war, Sauerstoff 
auf. Fig. 1 zeigt die UnerlaBlichkeit der Cozymase auch fir 
diesen Vorgang. 
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Aus Fig. 1 ergibt sich auBerdem, daB auch der Zusatz yon 
Methylenblau notwendig ist, um eine rasche Sauerstoffaufnahme 
zu erzielen. Flavinenzym (allerdings in viel kleinerer Konzen- 
tration als das Mb angewandt) aktiviert die Sauerstoffaufnahine 
nur sehr wenig. Diese beiden Befunde stehen zwar nicht in un- 
mittelbarer Beziehung zum Mechanismus der Dehydrierung uni 
der Synthese von Glutaminsiiure; da sie jedoch von allgemeinerem 
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Fig. 1. 
Aerobe Dehydrierung von Glutaminsaure. 


blau 1: 500; 0,2cem m/2-Phosphatpuffer py = 7,6; 0,2 cem Cozymase entsprechend 1 mg 
aus Anhang eingekippt. — Kurve Il: Wie I, + 0,5 cem Flavinenzym aus Hefe, entsprechend 
etwa 6 y gebundenem Lactoflavin, jedoch kein Methylenblau. — Kurve III: Wie II, jedoch 
mit Methylenblau. — Kurve IV: Wie I ohne Methylenblau. — Kurve V: Wie I ohne (o- 
zymase. — Kurve VI: Wie 1 ohne Glutaminsdure. Kurve VII: Wie I mit erhitztem 
Enzym. Alle Ansitze sind mit Wasser auf 2,4 ccm erginzt. Warburg-Apparat, 30°. 


Interesse fiir die Frage des Wasserstofftransportes bei aeroben 
Dehydrierungen sind, so sollen sie im folgenden Abschnitt etwas 
niher beleuchtet werden. 

b) Der Wasserstofftransport bei der aeroben Dehy- 
drierung. Aus den Untersuchungen iiber isolierte Hefedehydrasen, 
z. B. die Alkoholdehydrase, ist bekannt, daB Flavinenzym die Uber- 
tragung des Wasserstoffs von Dihydro-cozymase auf Sauerstot 
vermitteln kann. In Analogie dazu hatten wir auch gefunden, dab 
die aerobe Dehydrierung von Glucose durch das nach Harrison 
gereinigte Leberenzym durch Flavinenzym stark aktiviert wird”). 
Mit der in den Versuchen zu Fig. 1 verwendeten rohen Glutamin- 
siuredehydrase aus Leber finden wir jedoch 

a) daB zur Erzielung der raschen Sauerstoffaufnahme Mb ndtig ist, 
b) da8B Flavinenzym das Mb nicht ersetzen kann. 


*) Adler u. v. Euler, Diese Z. 282, 6 (1935). 
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Zur weiteren Klirung der Wasserstoffiibertragung durch das 
Leberenzym haben wir einige Versuche angestellt, in denen das 
System insofern vereinfacht war, als wir direkt von Dihydro- 
cozymase ausgingen und deren Oxydation durch den Luft- 
sauerstoff spektrophotometrisch verfolgten (Fig. 2). 

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, die bei der aeroben 
Glutaminsiuredehydrierung erhalten wurden, finden wir, daB das 
Leberenzym die Ubertragung des Sauerstoffs auf Dihydro-cozymase 
nur mit sehr geringer Geschwindigkeit katalysiert (Kurve Ia), daB 
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Fig. 2. 

Der Wasserstofftransport bei der aeroben Dehydrierung. 
Dihydro-cozymase, 0,1 mg per Ansatz. — Enzyme: Leberenzym (,,Rohlésung‘‘), enthalt 14 y 
gebundenes Lactoflavin per ccm. Flavinenzym aus Hefe, enth. 16 y gebund. Lactoflavin 
per cem. — Die Bestandteile der Ansitze wurden in der Reihenfolge gemischt, wie im 
folgenden angegeben. — Kurve I: 3,2cem Wasser; 0,5ccem m/2-Phosphatpuffer py = 7,4; 
0,1 ecm m/10-KCN; 0,1 ccm Dihydro-cozymase; 0,05 cem Leberenzym entsprech. 0,7 y Flavin. 
(Kurventeil Ia). — Beim y Zusatz von 0,1 ccm Flavinenzym, entsprech. 0,4 y Flavin (Kurven- 
teil Ib). — Kurve lI: Wie Kurve I, mit 0,1 ccm Flavinenzym, jedoch ohne Leberenzym. - 
Kurve [IIl: Wie Kurvela, + 0,05 cem Methylenblau 1: 1000. — Kurve IV: Wie Kurve II, 

jedoch mit 0,05 cem Mb. — Kurve V: Wie Kurve 1b, jedoch mit 0,05 cem Mb. 





jedoch die Reaktion durch das System Leberenzym + Methylen- 
blau (Kurve ITI) zustande kommt*). Diese Tatsachen weisen darauf- 
hin, daB das Leberenzym praktisch kein Flavinenzym enthilt, 
sondern, da& die von der Gegenwart des Methylenblaus abhingige 
Oxydation durch Diaphorase **) hervorgerufen wird, die ja be- 


*) Die im Versuch zu Fig. 2 angewandte Enzymlésung war aus einem 
Acetonpriparat von Schweineleber dargestellt; mit anderen Priparaten (aus 
Rinderleber) fanden wir iiberhaupt keine aerobe CoH,-Dehydrierung ohne 
Zusatz von Mb. 

*8) Adler, v. Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 38 
(1937); Dewan u.Green, Nature 140, 1097 (1937); Biochemie. J. 32, 626 (1938) ; 
Adler, v. Euler u. Hughes, Diese Z. 252, 1 (1938); v. Euler u. Hell- 
strém, Diese Z. 252, 31 (1938); v. Euler u. Hasse, Naturw. 26, 187 (1938). 
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kanntlich nicht direkt mit Sauerstoff reagiert. Die Bezeichnung 
,Viaphorase* (von draqogeiv, iibertragen) wurde vorgeschlagen 
(Adler, Euler u. Giinther, Sv. Vet. Akad, Ark. f. Kemi 128, 
Nr. 54 (1938)] fiir das neue Enzym, welches den labilen Wasser- 
stoff der Dihydro-cozymase auf Acceptoren wie Cytochrom oder 
Methylenblau iibertrigt. 

Uberraschenderweise zeigte sich jedoch, daB die zu den Oxy- 
dationsversuchen verwendete Enzymlésung aus Leber grobe Mengen 
schwer dialysierbares, d. h. hochmolekular gebundenes Flavin ent- 
hilt. Nach Spaltung mit heiBem 50°/,igem Aceton und Uberfiihrung 
in Lumiflavin wurden 147 Lactoflavin pro Kubikzentimeter Enzym- 
lésung gefunden. Die in den Versuchen zu Fig. 2 verwendete 
Enzymmenge enthalt also 0,7 y gebundenes Flavin. Aus Kurve |] 
in Fig. 2 geht hervor, daB 0,4 y Flavin in Form von Flavinenzym 
aus Hefe bereits ausreichen, um eine ziemlich rasche Oxydation 
der Dihydro-cozymase zu katalysieren. Setzt man die gleiche 
Menge Flavinenzym zum Ansatz mit Leberenzym hinzu (Kurve Ib), 
so findet ebenfalls eine Oxydation der CoH, statt. 

Aus diesen Befunden muB gefolgert werden, daf die im Leber- 
enzym enthaltene hochmolekulare Verbindung des Flavins niclit 
mit Flavinenzym identisch, d. h. nicht imstande ist, CoH, zu 
dehydrieren. In einem besonderen Versuch stellten wir fest, dati 
auch die Dihydro-codehydrase IJ durch das Leberenzym nicht 
reoxydiert wird. Man kann vermuten, da8 das Flavin in der Leber 
als (hochmolekular gebundenes) Flavin-Adenin-Dinucleotid vorliegt, 
welches kiirzlich von Warburg und Christian?*) sowie von 
Straub *) aus tierischen Geweben isoliert worden ist. Die obigen 
Befunde wiirden dann bedeuten, daf dieses ,,Flavin-Adenin-Enzym* 
nicht die Funktion hat, die Weiterleitung des Wasserstofis der 
Dibydro-codehydrasen I und JI zu vollziehen. In bezug auf 
Dihydro-codehydrase I wird diese Aufgabe in den tierischen Ge- 
weben offenbar durch die Diaphorase erfiillt. In welchem Aus- 
maBe das hochmolekular gebundene Flavin in den tierischen Ge- 
weben iiberhaupt als eigentliches Flavinenzym vorliegt, kann 
gegenwartig noch nicht beurteilt werden. 

Von Dewan und Green?) wird in der kiirzlich erschienenen Arbeit 
iiber das Wasserstoff-iibertragende Enzym der tierischen Gewebe unsere 


friiher wiederholt hervorgehobene Auffassung von der Funktion des Flavin- 
enzyms als spezifischem Dihydro-coenzym-dehydrierendem Faktor in pole- 


2°) Biochem. Z. 295, 261 (1938); Naturw. 26, 201 u. 235 (1938). 
5°) Nature 141, 603 (1938). 
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mischer Form kritisiert. Die Bezeichnung ,,Flavinenzymsysteme“ hatten 
wir friher fiir isolierte Dehydrasesysteme angewandt, zu denen Codehy- 
drase I oder II notwendig waren und in welchen infolgedessen Flavinenzym 
als Wasserstoffiibertriiger zwischen der hydrierten Codehydrase und dem 
Endacceptor wirksam war. Wir fanden eine Flavinenzymwirkung auch in 
Dehydrasesystemen aus tierischen Geweben — besonders ausgepriigt bei 
der Glucosedehydrase aus Leber?’) —, so da’ auch hier die Gruppen- 
bezeichnung ,,Flavinenzymsysteme“ formell nicht unberechtigt war. Dab 
sie im Fall der tierischen Gewebe den biologischen Verhiiltnissen nicht 
cerecht wird, stellte sich erst mit der Entdeckung der ,,Diaphorase“ heraus, 
die unabhingig im hiesigen Institut und durch Dewan und Green erfolgte*). 
Es ist nunmehr sehr wahrscheinlich, da8 in tierischen Geweben die Wasser- 
stoffleitung von den Dihydro-codehydrasen aus nicht durch Flavinenzym, 
sondern durch Diaphorase erfolgt. Gleichzeitig wird aber nun offenbar, 
daB Greens wiederholt vertretene Auffassung, da die Sauerstoff-iiber- 
tragende Wirkung von Methylenblau bei Dehydrasesystemen aus tierischen 
Geweben auf einer direkten Reaktion zwischen CoH, und dem Farbstoff 
beruhe, unrichtig ist, worauf wir schon friiher™*‘) hingewiesen hatten, Es 
besteht also unseres Erachtens yon seiten Greens keine Veranlassung, gegen 
friihere Unvollstindigkeiten baw. Vereinfachungen der Darstellung in diesen 
Fragen zu polemisieren. 


c) Die summarische Reaktionsgleichung 
der aeroben Dehydrierung. 


In aeroben Versuchsansitzen wurde gefunden, daB bei der 
Glutaminsiiuredehydrierung Ketoglutarsiure und Ammoniak als 
Reaktionsprodukte auftreten. 

a-Ketoglutarsiure: 5 gleichartige Ansiitze von derselben 
Zusammensetzung wie zu Kurve I in Fig. 1 angegeben, wurden 
nach 120 Minuten Reaktionsdauer langsam durch Kieselgur filtriert, 
wobei das Mb adsorbiert wird, und hierauf mittels Trichloressig- 
siiure enteiweiBt. Aus dem Filtrat faillt auf Zusatz von salzsaurem 
2,4-Dinitrophenylhydrazin ein Hydrazon in gelben, seidengliinzenden 
Nadeln aus, die nach 12stiindigem Stehen im Hisschrank abgesaugt 
wurden. Schmelzp. 222°; Schmelzpunkt von reinem «-Ketoglutar- 
siure-2,4-Dinitrophenylhydrazon 223°; Mischschmelzp. 222° (un- 
korr.). Es wurden 22 mg Hydrazon isoliert. Die Sauerstoffauf- 
nahme in den 5 Ansitzen betrug insgesamt 895 cmm O,. Daraus 
berechnet sich das Verhiltnis 1/, O,:1 Ketoglutarsiure = 1:0,8. 

Ammoniak: In einem aeroben Ansatz waren nach 60 Minuten 
133 cmm O, aufgenommen und 0,18 mg NH, gebildet worden, d.h. 
¥- O, : NH, = ] : 0,9. 

Somit ergibt sich als bilanzmiBige Reaktionsgleichung 


(5) Glutaminsiiure + '/,0, = Ketoglutarsiiure + NH, + H,0. 
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Diese Gleichung stellt indessen die Summe von zwei Teil- 
reaktionen dar. Der Wasserstoff wird — wie stets bei solchen Dehy- 
drierungen — durch die Codehydrase vom Substratmolekiil paar- 
weise abgelést, wird von der Dihydro-codehydrase aus durch das 
Ubertriigerenzym (Diaphorase) zum Methylenblau beférdert, dessen 
Leukoverbindung schlieBlich mit molekularem Sauerstoff unter 
Bildung von H,O, reagiert. Die eigentliche Bilanzgleichung der 
aeroben Dehydrierung lautet also: 

(6) Glutaminsiure + O, = Ketoglutarsiiure + NH, + H,0,. 

Das angewandte Enzympraparat aus Leber enthilt nun, wie 
wir fanden, sehr viel Katalase, wodurch das nach Gleichung (() 
gebildete H,O, sofort zersetzt wird nach der Gleichung 


(7) H,0, = H,0 + 1/,0,, 
so dai '/, Mol. O, wieder in die Atmosphire zuriickgelangt. Die 
Summe der Gleichungen (6) und (7) ergibt Gleichung (5). 
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Fig. 3. 

Erhéhung der Sauerstoffaufnahme durch KCN. 
Kurve I: 0,25 ccm 0,5 m-Glutaminat; 0,5 ccm Leberenzym; 0,25cem Mb 1: 500; 0,2 ccm 
m/2-Phosphatpuffer py = 7,6; 0,2ccm Cozymase (1 mg) eingekippt. — Kurve II: Wie I, 
jedoch mit KCN (Endkonzentration m/50). 











Die Richtigkeit dieser Ableitung wird bewiesen durch den 
Versuch, der in Fig. 3 dargestellt ist: Zusatz von m/50-KCN er- 
héht die Sauerstoffaufnahme auf beinahe das Doppelte, d.h. die 
Katalase wird gehemmt und an die Stelle der Reaktionsgleichung (5) 
tritt Gleichung (6). 


3. Spektrophotometrischer Nachweis 
der primaren Dehydrierungsreaktion. 


Die spektrophotometrische Untersuchung der Hydrierung von 
Cozymase bzw. der Dehydrierung von Dihydro-cozymase im System 
der Glutaminsaure-dehydrase fiihrte zur Aufklarung des Reaktions- 
mechanismus. 
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ell Fig. 4 zeigt, da& Cozymase durch 1(+)-Glutaminsiure in 
chy- fF (Gegenwart des Leberenzyms (der Glutaminsiiure-apodehydrase) zu 
lar- [ Dihydro-cozymase reduziert wird. 
das ; DaB der Extinktionsanstieg tatsichlich durch die Bildung yon CoH, 
sen —  verursacht ist, 1dBt sich leicht dadurch beweisen, da8 auf Zusatz von Acet- 
iter ' aldehyd die Extinktion sehr rasch auf den Ausgangswert fillt. Das Leber- 
der ~ enzym enthilt ja auch Alkohol-apodehydrase, an weicher sich die Dehy- 
| drieruang der CoH, durch den Aldehyd vollzieht. 
iE Ohne Enzym oder mit erhitztem Enzym bzw. ohne Glutaminsiure 
li erfolgt keine Hydrierung der Cozymase. 
vie if Die Cozymasehydrierung ist, wie aus Fig. 4 weiterhin hervor- 
(6) |) geht, abhiingig vom p,,. Die Geschwindigkeit wichst mit steigendem 
y 
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| Fig. 4. 

Hydrierung von Cozymase durch Glutaminsiure + Apodehydrase. — py-Abhiangigkeit. 
bs 2,0 cem m/2-Phesphatpuffer von verschiedenem py; 1,0 ccm m/2-Na-Glutaminat; 0,8 cem 
Wasser; 0,05 ccm Leberenzym (,,Rohlésung‘‘); 0,15 cem Cozymase (0,85 mg/ccm), 

i 


p,- Wert. Die Hydrierung verliuft nicht zu Ende, sondern bleibt 


* bei einem Gleichgewicht stehen, welches ebenfalls vom p,, bedingt 
ist. Bei p, = 8,4 wird die eingesetzte Cozymase bis auf einen 


kleinen Rest, bei p,, 7,07 nur zu etwa 71°/, hydriert. Schon dies 
/» weist darauf hin, daB, in Analogie zu anderen Dehydrierungs- 
reaktionen, die Reaktion zwischen Glutaminsdure und Cozymase 
cine Gleichgewichtsreaktion ist. 


i Wenn wir sie formulieren wollen, so kénnen wir annehmen, 
da8 die Glutaminsiiure durch die Cozymase — richtiger gesagt, 


durch die Holodehydrase D-Co — zur Iminosiure dehydriert wird. 
Letztere ist bekanntlich unstabil und zerfallt spontan durch 
Hydrolyse in «-Ketoglutarsiure und NH,, d.h. wir kommen zu der 
Formulierung der Primirreaktion der Glutaminsiuredehydrierung, 
Wie sie bereits in den Gleichungen (3) bis (4) dargestellt ist. 
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Die im folgenden zu beschreibenden Versuche stehen nit 
dieser Formulierung in bestem Hinklang. 


Was den Mechanismus des primiiren Angriffs des Holoenzyms auf die 
Glutaminsiure betrifft, so kénnen zwei Méglichkeiten in Betracht gezogen 
werden: 

a) Die Dehydrierung erfolgt durch Herausnahme des am «-C-Ator 
gebundenen H-Atoms sowie des einen H-Atoms der Aminogruppe: 


(CH,), - COOH (CH,), - COOH 
| H Apodehydrase | 
(8) tie +Co ~—_———*_ C=NH + CoH, - 
| 
COOH COOH 


b) Die Dehydrierung erfolgt durch Herausspaltung je eines H-Atozs 
am oa- und £-C-Atom: 





CH, - COOH CH, - COOH 
| 
CH, Apodehydrase CH 
(9) | ‘mh 4. —_ | 
ala —NH, + CoH, 
| 
COOH COOH 


So wiirde eine Enamino-siiure entstehen, die sich wahrscheinlich rasch 
in die Iminosiiure umlagern und mit ihr ins Gleichgewicht setzen wiirde: 


CH, - COOH CH, - COOH 
| | 
CH CH, 
(10) || —— 4 
C—NH, C-—=NH 
| l 
COOH COOH 


Zwischen diesen beiden Moéglichkeiten ist eine experimentelle [unt- 
scheidung noch nicht getroffen. Sie kénnte vielleicht angegangen werden 
durch die Priifung der Frage, ob die Dehydrierung auch an in #-Stellung 
disubstituierten, oder ob sie nur an monosubstituierten Derivaten der Glut- 
aminsiiure stattfindet. Fiir die Beurteilung der folgenden Versuche ist die 
Entscheidung dieser Frage jedoch unwesentlich und es wird der Einfachheit 
halber bis auf weiteres die Alternative a) angenommen. 

Der folgende Abschnitt bringt den Beweis fiir die Reversi- 
bilitiit der durch die Gleichungen (3) bis (4) dargestellten Primiir- 


reaktion der Glutaminsiiuredehydrierung. 
II. Die Reversibilitét der ,dehydrierenden Desaminierung‘ 
der Glutaminsaure. 


1. Hemmung der Glutaminsiuredehydrierung 
durch die Reaktionsprodukte. 


In den Acceptorversuchen (Thunbergversuch, Atmungs- 
versuch) deutet die Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit durch: 
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die Reaktionsprodukte, NH, und Ketoglutarsiiure, auf die Umkehr- 
harkeit der Dehydrierung: Tab. 3 zeigt die Hemmung der Methylen- 
blauentfiirbung, Fig.5 die Hemmung der Sauerstoffaufnahme. 
Besonders im aeroben Versuch ist es deutlich, da die Hemmung 
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Fig. 5. 
Hemmung der aeroben Glutaminsiuredehydrierung durch Ketoglutarsiure und NH,CI. 
Kurve I: Wie Kurve I zu Fig. 1. — Kurve II: Mit 0,2 ccm 0,1 m-Natrium-keto-glutarat. — 
Kurve III: Mit 0,2 cem 0,1m-NH,Cl. — Kurve IV: Mit je 0,2 cem 0,1 m-Ketoglutarat und 


NH,Cl. — Kurve V: Wie I ohne Glutaminat. 


durch die Kombination beider Reaktionsprodukte griBer ist, als 
der Summe der Kinzelwirkungen entspricht. 


Tabelle 3. 
Hemmung der Dehydrierung durch NH, und Ketoglutarsiure. 


,Rohlésung“ als Enzym; 0,1 m NH,Cl, 0,1 m Na-Ketoglutarat, 
je 0,25 cem per Ansatz. Im iibrigen wie Versuche zu Tab. 1. 











Versuch Nr.| Substrat NH,Cl  |Ketoglutarat} Bat yirbungszeit 
1 Glutaminsiiure - _ 7,5 
“ 9 + - 12 
3 “* + 40 
4 . + + 150 
5 Alkohol -- - 7,5 
6 i - 8 














Die Ursache fiir dieses Verhalten ergibt sich ohne weiteres 
aus der Betrachtung der beiden Gleichungen (3) und (4). Der 
Grad der Hemmung ist bedingt durch die Konzentration an 
[minoglutarsiiure, die ihrerseits von der Konzentration ihrer beiden 


6 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 
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Spaltprodukte, Ketoglutarsiure und NH,, abhingig ist. Bei Zusatz 
dieser beiden Komponenten wird Gleichung (4), und damit auch 
Gleichung (3) mehr nach links verschoben als durch Zusatz jedey 
Komponente fiir sich. Verschiebung des Gleichgewichts (3) nach 
links bedeutet langsamere CoH,-Bildung und damit langsamere 
Mb-Entfarbung bzw. O,-Aufnahme. 

Der Vergleichsversuch mit Alkohol zeigt, daB die Ammoniak- 
hemmung spezifisch ist fiir die Glutaminsiuredehydrierung. 


2. Hemmung der Cozymase-Hydrierung 
durch die Reaktionsprodukte. 
Setzt man dem aus Glutaminsiiure und Leberenzym bestehen- 
den Reaktionsgemisch vor Hinzufiigung der Cozymase Ketoglutar- 
siure zu, so wird die Hydrierungsgeschwindigkeit der Cozymase 
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Fig. 6. Hemmung der Cozymase-Hydrierung durch Ketoglutarsiure. 
Kurve I: Ansatz wie zu Fig. 4 (Puffer py 7,45), jedoch nur 0,1 cem Cozymase. — Kurve II: 





Wie I, + 0,05cem m/10-Ketoglutarsiure. — Kurve III: Wie I, + 0,lcem m/10- Keto- 
glutarsiiure. 
Fig. 7. Hemmung der Cozymase-Hydrierung durch Ammoniumehlorid. 


Kurve I: 3,5cem m/2-Phosphatpuffer, py 7,45; 0,5cecm m/2-Na-Glutaminat; 0,2cem Wasser: 
0,2cem Leberenzym; 0,15 cem Cozymase (1 mg/cem). — NH,Cl-Konzentration im Ansatz 
zu Kurve II: 0,0022 m, Kurve III: 0,0066 m, Kurve IV: 0,011 m. 


gegeniitber dem Versuch ohne Ketoglutarsiiure verlangsamt uni 
die Reaktion bleibt bei einem wesentlich niedrigeren Gleichgewicht 
stehen (Fig. 6). In ganz analoger Weise fuBert sich ein Zusatz 
von Ammoniumchlorid (Fig. 7). 

Steigender Zusatz von Ammoniumsalz driickt den Hydrierungs- 
grad auf ein Niveau, welches schlieBlich, wie aus Fig. 7 ersichtlich 
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jst, und in besonderen Versuchen eingehender untersucht wurde, 
durch noch héhere Ammoniumsalzmengen nicht weiter erniedrigt 
wird. Dies bedeutet, daB dann der Uberschu8 an NH, gegeniiber 
der entstandenen Ketoglutarsiiure bereits so groB ist, daB eine 
weitere Erhéhung der NH,-Konzentration die Menge der Imino- 
glutarsiure im Gleichgewicht (4) nicht mehr wesentlich beeinfluBt. 
So erhiilt man bei der betreffenden Ammonsalzkonzentration ein 
Hydrierungsgleichgewicht, welches annihernd dem der eigentlichen 
Primirreaktion (3) entspricht, da die Stérung dieses Gleichgewichts 
praktisch aufgehoben ist durch die Blockierung der Reaktion (4). 

Wir bedienten uns dieser Tatsache, um die Abhingigkeit des 
Gleichgewichts (3) von der Konzentration der Reaktionsteilnehmer 
sowie vom p,, zu untersuchen, und um festzustellen, ob sich eine 
Gleichgewichtskonstante berechnen liBt, die mit der postulierten 
Gleichung (3) in Einklang steht. 


3. Das Gleichgewicht 
der primiren Dehydrierungsreaktion (3). 


Zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstante der Primiirreaktion (3) 
wurden zwei verschiedene Enzympriparate verwendet. Das zu den Ver- 
suchen Nr.1—4 der Tab. 4 angewandte Enzym war eine ,,Rohlésung“; bei 
diesen Versuchen wurde der Reaktionsmischung NH,Cl in einer Gesamt- 
konzentration von 0,025 Mol/Liter zugesetzt, die ausreichend war, um nach 
dem oben Gesagten eine praktisch vollstiindige Stabilisierung des Gleich- 
gewichtes (3) zu erzielen. In den iibrigen Versuchen der ‘i'ab. 4 kam eine 
durch Ausfillen mit gesiittigtem Ammoniumsulfat, Wiederauflésen und 
\2stiindiges Dialysieren durch Cellophan gereinigte Apodehydrase zur Ver- 
wendung. Trotz der Dialyse enthielt diese Enzymlésung noch mehr als 
die zur Stabilisierung des Gleichgewichtes (3) mindest notwendige Ammon- 
salzmenge, so daB ein besonderer Zusatz tiberfliissig war. 


Bei den in Tab. 4 zusammengestellten Versuchen ist die 
Konzentration der Reaktionsteilnehmer sowie die nach Stillstand 
der Hydrierung gemessene Konzentration der gebildeten Dihydro- 
cozymase (x) angegeben. Das p, wurde nach dem Versuch 
elektrometrisch bestimmt. 

Wenn c die Anfangskonzentration der Cozymase und g die 
der Glutaminsiure war, so ist unter Zugrundelegung der Reaktions- 
gleichung (8) die im Gleichgewicht vorhandene Cozymasekonzen- 


tration (¢— 2) und die Glutaminsiurekonzentration (y— 2x), und 
(g — x) (C—2) 





es errechnet sich die Gleichgewichtskonstante [At = ; 


Aus Tab. 4 geht hervor, 


wv" 


6 * 
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bewiesen ; 


1, daB K in Versuchen mit ganz verschiedener Konzentratioy 
der Reaktionsteilnehmer in befriedigender Ubereinstimmung eine 
Konstante ist, vorausgesetzt, dab das p,, in den betrefienden Ver- 
Damit ist die Richtigkeit der Gleichung (3) 


2. daB K mit steigendem p,, kleiner wird, d.h., daB dic 
Glutaminsiuredehydrierung bei héheren p,,-Werten rascher verliiutt 
als bei niedrigen und da8 auf der anderen Seite die Hydrierung 


der Iminoglutarsiiure bei niedrigen p,,-Werten begiinstigt ist. 


Gleichgewichtskonstante der Primirreaktion (3). 


Tabelle 4. 





Die Abhingigkeit der GréBe K vom p,, ist, unter Verwendung 
der in T'ab. 4 wiedergegebenen Werte, in Fig. 8 aufgetragen. Die 
mit x bezeichneten Punkte entsprechen den Versuchen 1—4, 








Molare Konzentrationen 








Pu Glutamin- 
siure | 
g) | 
7,01 | 0,222 
7,36 | 0,111 
7,40 | 0,111 
7,57 | 0,017 
6,05 | 0,167 
6,63 | 0,167 
7,26 | 0,167 
7,39 | 0,167 
7,43 0,167 | 
7,45 | 0,167 | 
7,60 | 0,083 
7,66 | 0,011 
7,82 | 0,111 
8,01 | 0,028 
805 | 0,167 | 











Cozymase 
total CoH, | Co 
(c) (x) |  (€-2) 
| 13,33+107° 3,06-10~° | 10,27-10—° 
| 6,66-10~°  3,00-10~° | 3,66-10~° 
8,83-10-° | 8,48-1075 | 4,85-1075 
10,00-10—° 2,16-107~° 7,84°10°° 
10,00-10-5 | 0,84«1075 | 9,16-1075 
10,00-10~° 2,52-107° 7,48-10°° 
10,00-10-5  4,20-107° | 5,80-1075 
10,00-10-° | 444-1075 | 5,56-1075 
10,00-10-5 | 5,04-1075 | 4,96-107 
8,33-10-5 | 468-1075 | 865-1075 
13,88-10-5 | 516-1075 | 8,17-107 
10,00-10-5 | 216-1075 | 17,84-1075 
6,67°10-5 | 4,08-1075 | 259-107 
10,00-10-5 | 3,96-1075 | 6,04-1075 
| 10,00-10-5 | 6,96-1075 | 3,04-1075 





Gleich- 


gewichts- 
konstante 


K 


2,43 -10' 
0,46 -10' 
0,44-10* 
0,28-10* 
21,66- 10° 
1,96-10' 
0,55 + 10' 
0,47+10° 
0,33 - 10° 
0,28-10' 
0,26 - 10° 
0,19- 10° 
0,17+10! 
0,11-10' 
0,10+10' 


die iibrigen Punkte den folgenden Versuchen der Tab. 4. 


Der numerische Wert der Gleichgewichtskonstante ist von 
der gleichen GréBenordnung wie bei den iibrigen bekannteu 


reversiblen Dehydrasesystemen; z. B. ist bei p,, = 7,26 
K = 0,55- 104. 


Dies bedeutet, daB das Gleichgewicht der Reaktion (3) sehr 


weit nach links verschoben ist. Demnach muf das System im 


biologischen Milieu besonders geeignet sein zur Katalyse der in 
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der Richtung von rechts nach links verlaufenden Reaktion, der 
-hydrierenden Aminierung“ der Ketoglutarsiure. 





K T U 


T 


3101 : 


10%, : 








j i 

6 7 8 
Fig. 8. 

Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstante K vom py. 





III. Die ,,hydrierende Aminierung‘‘ der Ketoglutarsaure. 


Der folgende Abschnitt gibt AufschluB iiber den Mechanismus 
der enzymatischen Glutaminsiuresynthese durch hydrierende 
Aminierung von Ketoglutarsiure, deren Méglichkeit sich schon 
aus den vorangehenden Abschnitten ergibt. 

Die reduktive Synthese wurde vollzogen 

1. mittels Dihydro-cozymase als Wasserstoffdonator, wobei 
das Verschwinden derselben spektrophotometrisch verfolgt und die 
gebildete Glutaminsiure analytisch bestimmt wurde, und 

2. durch Vorlagerung eines Wasserstoff-liefernden Dehydrase- 
systems, aus welchem Cozymase den Wasserstoff auf das System 
der Iminoglutarsiure-Reduktion tibertrigt. 


1. Hydrierung von Iminoglutarsadure 
durch Dihydro-cozymase. 


a) Spektrophotometrische Versuche. — Die Umkehrung 
der gekoppelten Reaktion (3) + (4) ergibt sich aus den Versuchen, 
die in Fig. 9 und 10 dargestellt sind. 


In Fig. 9 ist zuniichst die Hydrierung von Cozymase durch das System 
Glutaminsiure + Apodehydrase vollzogen worden. Die Hydrierung verliuft 
bei dem angewandten py, zu etwa 90°/,, was darauf hindeutet, daB die nach 
Gleichung (8) entstandene Iminosiure sehr weitgend in NH, und Keto- 
glutarsiiure gespalten ist [entsprechend Gleichung (4)]. Wurde nun (bei a) 
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eine gewisse Menge Ketoglutarsiiure zugesetzt, so verschwand etwas CoH, 
und es stellte sich ein neues Gleichgewicht ein. Dieses ist bedingt dure} 
Verschiebung des Gleichgewichts (4) nach links, d. h. eine Mehrbildung yop 
Iminoglutarsiure, welche ihrerseits eine Verschiebung des Gleichgewichts (3) 
nach links zur Folge hat. Wurde hierauf NH,Cl zugesetzt, so fiel dic 
CoH,-Extinktion rasch weiter ab. Dieser Effekt wird ebenfalls aus dey 
Gleichungen (3) und (4) verstindlich. Die Folge der vorgenommenen Zusiitze 
von Ketoglutarsiure und NH, ist ja die Bildung von iberschiissiger Imino. 
glutarsiure, welche ausreicht, um das Gleichgewicht (8) praktisch vollstiindis 
nach links zu verschieben trotz der hohen Glutaminsiurekonzentration. — 



































. ait 
1 1 i 1 50 700 L 1 1 i L 
> Mi 50 
> Min. Min. stip 
Fig. 9. Fig. 10. 


Fig. 9. Umkehrung der Glutaminsauredehydrierung. 


Versuchsansatz wie zu Fig. 6, Kurve I; nach Erreichung des Gleichgewichts (bei @) Zusatz 
von 0,05 ccm m/10-Ketoglutarat, bei 6 0,05cem NH,Cl. 


Fig. 10. Umkehrung der Glutaminsiuredehydrierung. 
Wie Fig. 9, jedoch bei a Zusatz von 0,05 ccm 0,1 m-NH,Cl, bei b 0,05 ccm 0,1 m-Ketoglutarat, 


Fig. 10 zeigt den analogen Versuch, in welchem jedoch gegeniiber (8 
die Reihenfolge des Zusatzes der beiden Iminosiiurekomponenten vertauscht 
ist: der Zusatz von NH,Cl allein bewirkt hier keine meBbare Anderiung 
der Extinktion. Offenbar ist der Anteil des als NH,, nicht als NH,’-lon 
vorliegenden Ammoniaks zu klein, um das Gleichgewicht merklich zu be- 
einflussen. Dies erfolgt dagegen sofort nach Zusatz der zweiten Komponente, 
der Ketoglutarsiiure. 

Die einfachste Versuchsanordnung zum Studium der Synthese- 
reaktion besteht in der Dehydrierung von Dihydro-cozymase 
durch die Iminos&éure in Gegenwart der Apodehydrase. 
Sie ist in Fig. 11 dargestellt, welche gleichzeitig die p,,-Ab- 
hingigkeit der hydrierenden Aminierung wiedergibt. 

Die Versuche zu Fig. 11 sind folgendermaBen ausgefiihrt: 
Nachdem die Extinktion des Gemisches von Puffer und Apodely- 
drase gemessen war, wurde CoH, zugesetzt und deren Extinktion 
bestimmt. Letztere blieb dann nahezu konstant, da ein CoH,-de- 
hydrierendes, autoxydables Enzym im Apodehydrasepriiparat nicht 
enthalten ist (vgl. 8.71). Hierauf wurde, z.B. im Versuch zu 


Kurve IV, a@-Ketoglutarsiure zugesetzt, worauf innerhalb der 
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| CoH, folgenden 10 Minuten kein Abfall der Extinktion erfolgte; wurde 
durch | aber nun NH,Cl zugefiigt, so verschwand die CoH, rasch und 
Alte | vollstiindig. Wurde in einem analogen Versuch (z. B. Kurve II) 
el die | die Reihenfolge der Zusitze vertauscht, so trat bei Zusatz von 
s den — NH,Cl keine Anderung, beim darauffolgenden Zusatz von Keto- 
Usatze clutarsiiure der vollstiindige Abfall ein. 
a Aus diesen Befunden geht auch deutlich hervor, daB das 
anele Leberenzym eine Apodehydrase, welche zusammen mit Dihydro- 
cozymase Ketoglutarsiiure zu Oxyglutarsiure reduziert, nicht 
P : ; 
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1 
10 20 30 Min 
Fig. 11. 
Dehydrierung von Dihydro-cozymase durch Ketoglutarsiure + NH, (Iminoglutarsaure). 

Po*Abhingigkeit. 
1,0 cem m/2-Phosphatpuffer von verschiedenem py; 0,1 cem Leberenzym; 0,15 ccm CoH,; 
0,1 com m/10-Ketoglutarat. Bei a Zusatz von 0,2 ccm m/10-NH,Cl. Das py betrug im Ver- 
such zu Kurve I: 5,85, Kurve II: 6,85, Kurve III: 7,1, Kurve IV: 7,45, Kurve V: 8,4. 
(Bei Kurve II ist die Reihenfolge der Zusitze von Ketoglutarat und NH,Cl vertauscht: 
zuerst NH,Cl, bei a Ketoglutarat.) 


irat 


x 


ye- | enthilt. Da die Enzymlésung jedoch Lactico- und Malico-apodehy- 

ms drase enthilt, so ergibt sich gleichzeitig, da8 die Wirkung dieser 

Apodehydrasen sich nicht auf @-Oxyglutarsiiure erstreckt. Von 

é Weil-Malherbe*!) wurde vor kurzem eine nicht von Cozymase 

abhingige «-Oxyglutarsiure-Dehydrase aus Herzmuskel beschrieben, 

“die, wie von dem Autor aus indirekten Versuchen geschlossen 

a wird, allerdings imstande sein soll, den Wasserstoff von CoH, 
auf Ketoglutarsiure zu iibertragen. 

In unserem System tritt der CoH,-Schwund nur bet glerch- 

- eitiger Gegenwart von Ketoglutarsiure und NH, ein. Die her 

verlaufende Reaktion ist demnach die an der Glutaminsdure-apo- 

* — dehydrase katalysierte Hydrierung der e-Iminoglutarsiure durch 

CoH, zu Glutaminsiure. 


*!) Biochemic. J. 31, 2080 (1937). 
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Py Abhingigkeit der hydrierenden Amimerung. Ein Vergleich 
der in Fig. 11 dargestellten Kurven miteinander zeigt die Ab. 
hingigkeit der Synthesegeschwindigkeit vom p,,. Man sieht, da 
die Geschwindigkeit am kleinsten ist bei p,, = 5,85, am gréften 
bei p, = 7,45, jedoch wieder deutlich geringer bei p,, = 8,39. In 
Analogie zu den bisher bekannten enzymatischen Hydrierungen 
mit CoH,, wie z.B. der Hydrierung von Acetaldehyd oder Brenz- 
traubensiiure durch Alkohol- bzw. Lactico-Dehydrase, sollte man 
auch hier eine stetige Abnahme der Hydrierungsgeschwindigkeit 
mit steigendem p,, erwarten. Die kompliziertere p,,-Abhangigkeit 
der vorliegenden Reaktion findet ihre einfache Erklirung in der 
Tatsache, daB hier 2 Reaktionen von gerade entgegengesetzter 
p,-Abhiangigkeit hintereinander geschaltet sind: 

Die Bildung der Iminosiure 


(4a) Ketoglutarsiure + NH, > Iminoglutarsiure + H,O 


ist begiinstigt bei héheren p,-Werten, wo das freie NH, gegen- 

iiber NH,-lon in den Vordergrund tritt. Die Verlangsamung der 

Reaktion bei saurem p,, (Kurve [V —»> I) wird dadurch erkliart. 
Auf der anderen Seite ist die eigentliche Hydrierungsreaktion 


Apodehydrase — 
ee —— > Glutaminsiiure + Co 


(3a) Iminoglutarsiiure + CoH, = 


bei saurer Reaktion begiinstigt. Dies erklirt die Verlangsamung 
der Reaktion auf der alkalischen Seite (Kurve IV —> V). 

Die Einstellung des Gleichgewichtes (4a) erfolgt, wie eben- 
falls aus den Kurven der Fig. 11 hervorgeht, sehr rasch. Die 
Reaktion setzt jeweils nach Zusatz der zweiten Komponente sofort 
mit maximaler Geschwindigkeit ein. Lediglich bei dem niedrigsten 
Py-Wert macht sich eine langsamere Einstellung des Gleich- 
gewichtes (4a) bemerkbar, indem die Reaktion langsam beginnt 
und mit steigender Geschwindigkeit weiterliuft. 

Fig. 12 zeigt die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
von der Ammonsalzkonzentration bei konstanter Ketoglutarsiure- 
menge. In den Versuchen zu Fig. 13 ist die Ammonsalzmenge 
konstant gehalten und die Ketoglutarsiuremenge variiert. In 
allen Versuchen sind zu Beginn 13,5-10—~5 Millimol Dihydro- 
cozymase vorhanden. Der Versuch zu Kurve I (Fig. 13) enthalt 
7-10~* Millimol Ketoglutarsiure und man sieht, daB diese Menge 
noch nicht ausreicht, um eine vollstiindige Dehydrierung der CoH, 
zu bewirken, sondern daB es zur Einstellung eines Gleichgewichts 
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Die 10fache Menge Ketoglutarsiure (Kurve II) geniigt 


aber bereits, um die gesamte Dihydro-cozymase zu reoxydieren. 

b) Nachweis der gebildeten Glutaminsiure. Der durch 
die vorangehenden spektrometrischen Versuche gefiihrte Nachweis 
der reduktiven Aminierung von Ketoglutarsiiure wurde durch die 
analytische Bestimmung des gebildeten Aminostickstofis erginzt. 
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Fig. 12. 
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Fig. 13. 


KinfluB der NH,Cl-Konzentration. 
Versuchsansatz wie zu Kurve ILI in Fig.11, jedoch wechselnde Konzentration. 


Kurve I: 


0,0011 mol., Kurve II: 0,0022 mol., Kurve III: 0,0045 mol. 


Fig. 13. EinfluB der Ketoglutarsiiure-Konzentration. 


Versuchsansatz wie zu Fig.11 und 12, jedoch NH,Cl zuerst zugesetzt, in allen Versuchen 


0,0022 mol. (Gesamtkounz.). 


Bei Beginn der Kurven Zusatz der Ketoglutarsiure. 


Kurve I: 


7-10-4* Millimol, Kurve II: 7-10-* Millimol, Kurve III: 7-10—* Millimol. 


Zu 


créBert werden. 
Tab. 5 gibt die Versuchsansiitze und Ergebnisse eines typischen 
Versuches wieder. 


diesem Zweck muBte natiirlich 


Tabelle 5. 
Hydrierende Aminierung von Ketoglutarsiure; Dihydro- 
cozymase als Wasserstoffdonator. 


der Reaktionsansatz ver- 











mg Amino- 




















Fa Ne m/2- 

aktions- eny- : ; stickstoff 

Reaktions- | drase | CoH, |Keto- |NH,Cl|)2°°P2| 4,0 |—-G.-— 
mischung | ( Roh- lut puffer | Ge 

ae «) giut. — 1.6 Gef. bild.| Ber. 

| : <item (an) 

I) Versuch | 0,5 cem |20mg]20mg] 8 mg | 0,5 cem [2,5 cem | 0,85, 0,23 | 0,42 

Il) Kontrolle] 0,5 cem |20mg} — | 8 mg | 0,5 cem ]2,75 cem] 0,62, in 











Zur Ausfiihrung des Versuches zu Tab. 5 ist folgendes zu 


bemerken: 


Die Dihydro-cozymase wurde in 4 Portionen, in Abstinden von je 


10 Minuten dem iibrigen Reaktionsgemisch zugesetzt. Durch spektrophoto- 
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metrische Kontrolle abpipettierter Proben wurde festgestellt, daB im Ver. 
such (I) die CoH, schon jeweils nach wenigen Minuten verschwunden way. 
es trat auf Zusatz von Acetaldehyd kein Extinktionsabfall ein. Im Kontrol]. 
versuch (II) ohne Ketoglutarsiiure lag jedoch die Hauptmenge der eip. 
gesetzten CoH, noch am Ende des Versuches unveriindert vor. Um fiir 
die Bestimmung des Aminostickstoffs in Versuch und Kontrolle gleiche Voy. 
aussetzungen zu schaffen, wurde nach Ablauf der Versuchszeit die Dihy dro 
cozymase des Kontrollansatzes durch Zusatz eines Uberschusses von Acot. 
aldehyd (0,5 cem m/2-Lésung) sowie von 0,1 ccm einer Alkohol- -apodehy- 
drase-Lésung aus Hefe zu Cozymase 1 pooxyilort. Die gleichen Zusiitze 
wurden beim Versuchsansatz vorgenommen. Unverbrauchtes Ammoniak und 
Acetaldehyd wurden dann aus Versuchs- und Kontrollansatz nach Alkali 
sieren mit NaOH auf py = 11 im Vakuum bei 30° quantitativ abdestilliert. 
worauf die van Slyke-Bestimmung vorgenommen wurde. Der in der 
Tabelle angegebene berechnete Wert fiir den Aminostickstoff bezieht sich 
auf eine Ausbeute von 1 Mol. Glutaminsiiure pro 1 Mol. CoH,. 

In mehreren Versuchen wurden so etwa 50°/, derjenigen 
Menge an Aminostickstoff gefunden, die auf Grund der eingesetzten 
Dibydro-cozymase zu erwarten waren. 

DaB die Ausbeute an Glutaminsiure nicht quantitativ ist, 
kann verschiedene Ursachen haben; z. B. ist daran zu denken, 
daB die gebildete Glutaminsiiure weiteren enzymatischen Um- 


wandlungen unterliegt (Peptidbildung ?) 


2. Hydrierung von Iminoglutarsaure 
durch Wasserstoff-liefernde Dehydrasesysteme. 


Mit der voranstehend beschriebenen Hydrierung der Imino- 
glutarsiiure durch Dihydro-cozymase ist unseres Erachtens der 
biologische Weg der Glutaminsiuresynthese experimentell reali- 
siert. Jedoch wird in vivo die Dihydro-cozymase, welche in diesen 
Versuchen direkt als Wasserstoffdonator verwendet wurde, durch 
ein Cozymase-bedingtes Dehydrasesystem stindig nachgeliefert 
werden. Das heiBt, die Glutaminsiiuresynthese kommt dadurch 
zustande, dab das reversible System Co ~-* CoH, den Wasser- 
stoff aus einem Dehydrasesystem, dessen Substrat verschieden sein 
kann, auf das System der Iminoglutarsiiure-Reduktase (Glutamin- 
siure-Dehydrase) iibertrigt. 

Wir haben auch diese Koppelung von Wasserstoff-liefernder 
Dehydrierung und reduktiver Aminierung experimentell verwirk- 
licht. Als ,,Donatorsystem“ verwendeten wir sowohl das System 
Alkohol + Alkoholdehydrase wie das System Glucose + Glucose- 
dehydrase. In beiden Fallen wurde in Gegenwart von Ketoglutar- 
siure und NH, (sowie Leberenzym und Cozymase) Aminostickstoff 
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gebildet. Fehlten entweder Ketoglutarsiure oder Ammoniak, so 
blieb die Aminostickstoffbildung aus (Tab. 6 und 7). 
Tabelle 6. 


Hydrierende Aminierung von Ketoglutarsiure; Alkohol als 
Wasserstoffdonator. Apodehydrase aus Leber und Phosphatpuffer wie 
zu Tab. 5. Gesamtvolumen 3,4 cem. 








; te Alkohol- | Natrium- . ere 
-oaktions- | Athyl- Cozy- : mg Aminostickstoft 
grime alkovol apodehy- oe Keto- NH,Cl ee anneinccemcmemeee 
iis ; drase glutarat Gef. Gebildet 











1) Versuch [150mg] 12mg |4mg] 20mg [20mg] 1,04 | (I—ID):0,59 
(I—II1]) : 0,55 











11) Kontrolle} 150mg] 12mg |4mg ~ 20mg] 0,45 
(II) Kontrolle} 150mg] 12mg |4mg] 20mg 0,49 a 











Zur Ausfiihrung des Versuches (Tab. 6): Um eine kriiftige Wasserstoff- 
lieferung zu erzielen, wurde dem Reaktionsgemisch Alkohol-apodehydrase 
aus Hefe (Acetonfillung aus Lebedewsaft) zugesetzt. Die Reaktionsmischung 
befand sich in einem kleinen Rundkolben, der in Wasser von 30° tauchte und 
iiber eine Vorlage (mit Eintauchrohr) an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen 
war. Um die Dehydrierung des Alkohols nicht durch den entstehenden 
Acetaldehyd zu hemmen, wurde in Abstiinden von 20—30 Minuten fiir 
5 Minuten Vakuum angelegt. In der Vorlage befand sich eine salzsaure 
Lisung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Beim Versuchsansatz machte sich 
das Zustandekommen der Oxydoreduktion dadurch bemerkbar, daB der ge- 
bildete und in die Vorlage iiberdestillierte Acetaldehyd als Hydrazon aus- 
fiel. Im Kontrollversuch wurden nur Spuren von Acetaldehyd gebildet, da 
der Wasserstoffacceptor (Iminoglutarsiure) fehlte und eine aerobe Oxydation 
des Alkohols mangels Flavinenzym nicht in gréSerem AusmaBe stattfand. 
Kiner Verminderung der Alkoholkonzentration durch die Destillationen wurde 
durch nachtrigliche Zusiitze von Alkohol vorgebeugt. Nach 90 Minuten 
Reaktionsdauer wurde mit NaOH alkalisiert, das tiberschiissige Ammoniak 
im Vakuum bei 380° vollstiindig abdestilliert (Schwefelsiure und Indicator 
in der Vorlage!) und hierauf die van Slyke-Bestimmung vorgenommen. 


Der gebildete Aminostickstoff entspricht etwa 5 mg Glut- 


aminsiure, Tabelle 7. 


Hydrierende Aminierung von Ketoglutarsiure; Glucose als 
Wasserstoffdonator. Enzympriparat: 8 g zerkleinerte Rattenleber mit 
4 cem Wasser im Morser verrieben und zentrifugiert; die Fliissigkeit wurde 
als Enzymlésung verwendet. Reaktionsdauer 3 Stunden bei 30°. Die Versuchs- 
mischung enthilt 0,5 cem Phosphatpuffer py, = 7,6, Gesamtvolumen 2,5 cem. 











Keto- mg Aminostickstoff 
Reaktions- | \ Co- Wc —_——_——— 
‘scl Enzym |Glucose glutar- | NH,Cl | Gebildet 
mischung aymase| assure Gef. | “dT 
I) Versuch |0,5cem| 50mg | 2mg | 5mg | 10mg] 0,85 | 0,24 
IT) Kontrolle |0,5cem| 50mg | 2mg — 10mg | 0,61 | _ 





























88 H. v. Euler, E. Adler, G. Giinther und N. B. Das, 


Die durch die voranstehenden Versuche verwirklichte Synthese 
der Glutaminsiure kann schematisch folgendermaBen formuliert 
werden (SH, = Wasserstoffdonator, S = Dehydrierungsprodukt): 


, Apodehydrase : 
dd) C+ ~S + CoH, 
Pi fiir SH, Vv 
rr a a os 
: Glutaminsiure- , “\ 
(3a) Iminoglutarsiiure + CoH, ———_.._™ Glutaminsiiure + Co 
A apodehydrase 


A 
(4a) Ketoglutarsiure + NH, <——” Iminoglutarsiure + H,O 


Sowohl Alkohol- wie Glucose-apodehydrase sind in Leber 
vorhanden, ja im tierischen Organismus sogar fiir Leber charakte- 
ristisch, und kénnen deshalb — hauptsiichlich Glucosedehydrase 
gerade in diesem Organ als Wasserstofi-liefernde Systeme fiir dic 
Glutaminsiuresynthese tatsichlich in Betracht kommen. 


IV. Spezifitat der Glutaminsaure-apodehydrase. 
1. Codehydrase-Spezifitit. 


Alle bisher beschriebenen Versuche sind mit Cozymase (Co- 
dehydrase I) ausgefihrt. Friiher angestellte Versuche mit der 
Methylenblaumethodik schienen darauf hinzuweisen, daB Codehy- 
drase II die Cozymase nicht ersetzen kénne?*). Dagegen lieferten 
spitere Versuche Ergebnisse, die auf eine Wirksamkeit beider 
Codehydrasen deuteten. Um die Frage der Codehydrase-Spezifitiit 
zu entscheiden, muBte aber vor allem die Méglichkeit ausgeschlossen 
werden, da im Reaktionssystem eine Umwandlung von Codehy- 
drase II in Codehydrase I (durch Dephosphorylierung) stattfindet. 
Wie aus der Beschreibung des Versuches zu Fig. 14 hervorgeht, 
gelang die Lésung der Frage mit Hilfe der spektrophotometrischen 
Methodik: 


Versuch zu Kurve I: Codehydrase II (20°/,iges Priparat aus roten 
Pferdeblutzellen) wurde mittels Hexosemonophosphat und Hexosemonophos- 
phat-apodehydrase aus Hefe zur Dihydroform reduziert; die Hydrierung 
wurde spektrophotometrisch verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde die 
Apodehydrase durch 2 Minuten langes Erhitzen auf 70° inaktiviert und die 
Lésung vom ausgefallenen Eiwei8 durch Filtration befreit. Die somit er- 
haltene Lésung von CoH, II besaB eine Extinktion ¢ = 0,3 bei 4 = 834 mu. 
Hierauf wurden 0,05 ccm Leberenzym (verdiinnte ,,Rohlésung“) zugesetzt 
(Beginn der Kurve), wodurch die Extinktion infolge der Eigenfarbe der 
Enzymlésung um einen gewissen Betrag anstieg, fiir welchen KurveI wie 
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alle iibrigen Kurven korrigiert sind. Wiéihrend der niichsten 6 Minuten trat 
kein meBbarer Extinktionsabfall ein, da die Enzymlésung kein Flavinenzym 
enthilt (vgl. S. 71). Bei @ wurden nun 0,05 cem m/2-Acetaldehyd zu- 
cegetzt. Die Extinktion blieb auch wiihrend der folgenden 6 Minuten konstant. 
Dies bedeutet, da8 wihrend der nunmehr 12 Minuten dauernden Inkubation 
der CoH, II mit dem Leberenzym eine Dephosphorylierung zu CoH, I nicht 
stattgefunden hat. Es hitte nimlich sonst durch den Acetaldehyd eine 
Dehydrierung der CoH, IJ, d.h. ein Extinktionsabfall, eintreten miissen, da 
das Leberenzym auch Alkohol-apodehydrase enthilt, wie durch den Kontroll- 
yersuch (Kurve III) bewiesen wird. Auch auf Zusatz von Ketoglutarsiure 
(pei b) blieb die Extinktion konstant. Sie fiel jedoch ab, als hierauf (bei c) 
NH,Cl zugesetzt wurde. Die GréBe des Abfalls entsprach ziemlich genau 
dem bei der Robisonester-Dehydrierung erhaltenen Anstieg, d.h. der vor- 
handenen Dihydro-codehydrase II. 


Uber das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten mit 
CoH, I und CoH, IT gibt Fig. 14 keinen Aufschlu8, da im Ver- 
sleichsversuch mit CoH, I (Kurve IJ) ein aktiveres Leberenzym 
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Fig. 14. 
Codehydrase II als Co-Enzym der Glutaminsiuredehydrase. 


Versuch zu Kurve I: Codehydrase II wird mit Robisonester und Hexosemonophosphat- 
apodehydrase in CoH, IL iibergefiihrt und die Apodehydrase durch Erhitzen und Filtrieren 
abgetrennt. 3,0 cem dieser CoH, 1I1- Lésung werden gemischt mit 0,4 ccm m/2-Phosphat- 
puffer, Py = 7,4 und 0,05 cem Leberenzym (,,Rohlésung‘‘). Der Beginn der KurvelI gibt 
die Extinktion der CoH, II in dieser Mischung an. Bei @ Zusatz von 0,05 ccm m/2-Acet- 
aldehyd, bei 6 0,05 cem m/10-Ketoglutarsiiure, bei c 0,05 cem m-NH,Cl. — Kurvell: Bei 
seginn der Kurve Reaktionsmischung wie bei I, jedoch CoH, I statt CoH, II. Bei a Keto- 
glutarsiiure, bei b NH,Cl. — Kurve III: Beginn wie Kurve lI, bei a Acetaldehyd. 








verwendet worden ist als im Versuch mit CoH, II (Kurve J). 
Weitere Versuche deuten jedoch darauf hin, daB die Reaktion 
unter vergleichbaren Bedingungen mit beiden Co-Enzymen etwa 
gleich rasch verliuft. 

Ks ergibt sich also, dap beide Codehydrasen I und II als Co- 
Enzym der Glutaminsiure-apodehydrase wirksam sind. 

Dieser Umstand kann zwei verschiedene Ursachen haben: 

1. Die Glutaminsiure-apodehydrase bildet mit beiden Co- 
dehydrasen wirksame Holodehydrasen. 
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2. Leber enthalt zwei verschiedene Glutaminsiure-apodehy. 
drasen, von denen die eine spezifisch auf Codehydrase I, die andere 
spezifisch auf Codehydrase II eingestellt i 

Welche dieser beiden Méglichkeiten zutrifft, kann noch nicht 
entschieden werden. Die hier vorliegenden Verhiiltnisse sind 
jedenfalls ganz analog denen bei der Glucosedehydrase der Leber 
(vgl. z. B.*?), Die Alkohol-apodehydrase der Leber ist dagezen, 
wie Fig. 14 zeigt, streng spezifisch auf Codehydrase I eingestcllt, 

Die Glutaminsiure-apodehydrase der héheren Pflanzen, die 
ebenfalls mit CoI die wirksame Holodehydrase bildet, ist im 
Gegensatz zur tierischen Dehydrase mit Co II nicht wirksam, 
Andererseits sind die Glutaminsiiure-apodehydrasen in Hefe und 
Bacterium coli streng spezifisch auf Co II eingestellt. 

Aus diesen Tatsachen geht hervor, daB fiir die Fihigkeit der 
Codehydrasen, sich mit Apodehydrasen zum wirksamen Enzym 
zu verbinden, wahrscheinlich nicht allein ihre Basizitiit — im 
Verhaltnis zur Basizitit der Apodehydrase — ausschlaggebend 
sein kann, sondern daB auch andere Faktoren, wohl raumlicher 
Natur, eine Rolle spielen. 


2. Substrat-Spezifitit. 


Im Thunberg-Versuch wurde gepriift, ob auBer 1(+)-Glut- 
aminsiure auch andere Aminosiiuren als Wasserstoffdonatoren fiir 
die Leberdehydrase fungieren kénnen, in allen Fiillen jedoch mit 
negativem Ergebnis. Gepriift wurden: Glykokoll, d,l-Alanin, 
1(+)-Norvalin, 1(-++)Norleucin, 1(—)-Leucin, d,l-Valin, 1(+-)-Arginin, 
](—)-Asparaginsiiure, d,l-Asparaginsiiure, Asparagin, d(—)-Glut- 
aminsiure, 1(—)-Tyrosin, Phenylalanin, d,l-Prolin, l-Histidin. Ferner 
Glycyl-glycin, d,l-Alanyl-glycin, 1-Leucyl-glycin, Glutathion. Héch- 
stens Andeutungen einer Donatorwirkung zeigten Glykokoll, Alanin 
und Alanyl-glycin, aber es ist wahrscheinlich, daB hier nicht die 
Glutaminsiure-apodehydrase, sondern die Krebssche d-Aminosiure- 
dehydrase wirksam war. 

Die Spezrfitit der trerischen Glutaminsiure-apodehydrase ist 
also vn sterischer wie in konstitutioneller Hinsicht duperst scharj 
ausgeprigt. Besonders auffallend ist, daB Asparaginsiiure nicht 
angegriffen wird, die sich von der Glutaminsiure nur um 
eine Methylengruppe unterscheidet. Aber auch Aminosiuren mit 
5 C-Atomen, wie Norvalin, Valin und Arginin, werden nicht dehy- 
driert. Die Nichtangreifbarkeit des Norvalins, welches sich von 
der Glutaminsiure nur dadurch unterscheidet, daB die d-Carboxyl- 
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cruppe durch Methyl ersetzt ist, zeigt, daf die Anwesenheit der 
heiden Carboxylgruppen in der C,-Kette eine notwendige Voraus- 
setzung fiir die Dehydrierbarkeit der Aminogruppe ist. So ist 
yu verstehen, daB auch Glutathion, in welchem die eine der beiden 
Carboxylgruppen der Glutaminsiiure peptidartig gebunden ist, 
nicht dehydriert wird. 

Die Nichtangreifbarkeit der genannten, der Glutaminsiiure 
vahestehenden Verbindungen bedeutet jedoch offenbar nicht, dab 
diese Verbindungen iiberhaupt nicht von der Apodehydrase ge- 
bunden werden. Man findet niimlich, daB ein Zusatz von 
|\—)-Asparaginsiure im Thunberg-Versuch die Glutaminsiure- 
dehydrierung hemmt, und es ist am einfachsten, diese Hemmung 
als eine kompetitive, d. h. als Substratverdringung zu betrachten. 
Auch Dicarbonsiiuren haben Affinitiit zur Apodehydrase, was 
daraus hervorgeht, daB sie die Glutaminsiuredehydrierung hemmen. 
Die Hemmung wird um so geringer, je kiirzer die Kette ist 
(vgl. Tab. 8). 

Tabelle 8. 


Kompetitive Hemmung der Glutaminsiuredehydrierung. 
Thunberg-Methodik. Enzym: Verdiinnte ,,Rohlésung“. Reaktionsmischung 
wie zu Tab. 1. Von den Hemmungsstoffen werden je 0,25 cem einer 0,5 mol. 
Lisung des Natriumsalzes angewandt. In der Tabelle sind an Stelle der 
Entfirbungszeiten die relativen Geschwindigkeiten angegeben, wobei die 
Geschwindigkeit der ungehemmten Glutaminsiiuredehydrierung = 100 ge- 
setzt ist. 

















: Relative Reaktionsgeschwindigkeit 
Versuch _——— : eee ea ee 
Nr. er mit Glutamin- ohne Glutamin- 
siure siure 
i @ — 100 13 
3, 4 Glutarsiiure 55 18 
5, 6 Bernsteinsiiure 74 14 
% 38 Malonsiiure 96 | 10 
9, 10 Asparaginsaure 45 | 8 
11, 12 Valeriansiure 100 | 13 


Die Spezifitit der Glutaminsiure-apodehydrase bzw. des rohen 
Leberenzyms als solchem kommt nicht nur darin zum Ausdruck, 
daB keine andere Aminosiure als 1(+)-Glutaminsiiure dehydriert, 
sondern erwartungsgemiB auch darin, daB keine andere Keto- 
siure als o@-Ketoglutarsiure hydrierend aminiert wird. Diese 
Form der Spezifititspriifung (Dehydrierung von CoH, durch die be- 
treffende Ketosiiure + NH,) stéBt allerdings insofern auf Schwierig- 
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keiten, als gewisse Ketosiuren, wie Brenztraubensiiure, Oxalessiz. 
siure, «-Ketobuttersiiure*) imstande sind, mittels der im Leber- 
enzym enthaltenen Oxysiuredehydrasen CoH, zu dehydrieren. [1 
solchen Fallen wurde aber durch NH,-Zusatz keine Beschleuni- 
gung der Reaktion beobachtet. y-Phenyl-a-ketobuttersiiure*), die 
sich von der Ketoglutarsiiure nur dadurch unterscheidet, daB dic 
eine COOH-Gruppe durch Phenyl ersetzt ist, vermag weder fiiy 
sich allein noch in Gegenwart von NH, Dihydro-cozymase zu 
dehydrieren. Dieser Befund besitzt insofern besonderes Interesse, 
als er zeigt, dab die von Knoop entdeckte Bildung von N-Acety)- 
7-phenyl-@-amino-buttersiure aus der genannten Ketosiure in 
Tierkérper nicht an der Glutaminsiiure-apodehydrase erfolgt, mit 
anderen Worten, daB die ,,acetylierende Aminierung“ eines anderen 
enzymatischen Apparates bedarf. 


Die Glutaminsiure-apodehydrase ist nicht identisch mit einer 
der bekannten Cozymase-bedingten Dehydrasen, was daraus heryor- 
geht, daB bei den verschiedenen Enzympriparaten keine Paralleli- 
tat zwischen der Dehydrierungswirkung gegeniiber verschiedenen 
Substraten besteht. Zum Beispiel enthalten gereinigte Glutamin- 
siuredehydrase-Priparate hiufig keine Glucosedehydrase meh, 
und andererseits kénnen aus Leber nach der von Dixon und 
Lutwak-Mann*) fir ,,Aldehydmutase“ angegebenen Methode als 
Alkoholdehydrase wirksame Priparate**) hergestellt werden, dic 
praktisch frei von Glutaminsiuredehydrase sind. 


Die strenge Spezifitit der Glutaminsiure-apodehydrase er- 
streckt sich nicht nur auf das Kohlenstoffgeriist, sondern auch 
auf die Amino- bzw. Iminogruppe: Verwendet man nimlich im 
spektrometrischen Versuch zur hydrierenden Aminierung der Keto- 
glutarsiure (vgl. Fig. 11) an Stelle des Ammonsalzes Monomethy!- 
amin, so tritt keine Dehydrierung der CoH, ein, d. h. N-Methy]- 
iminoglutarsiure wird nicht hydriert. Ks ist von Interesse, dat 
die von Knoop durchgefiihrte Hydrierung der Iminosiuren mit 
nichtenzymatischen Reduktionsmitteln auch an dem Methylimino- 
derivat vollzogen werden konnte. 


Auch andere Derivate bzw. Analoga der a-Iminoglutarsiure 
wurden an der Apodehydrase durch CoH, nicht hydriert, nimlicl 


*) Wir danken Herrn Everett fiir die Darstellung dieser Ketosiuren. 

**) Biochemie. J. 31, 1847 (1937). 

**) Adler, v. Euler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiy. f. Kemi 
12 B, Nr. 54 (1938). 
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weder das Oxim noch das Semicarbazon noch das Hydrazon der 
Ketoglutarsaure. 

Die Glutaminsiuredehydrase wird durch m/30-Natriumfluorid, 
m/100-Jodacetat und m/100-Natriumarsenit nicht gehemmt. 


V. Die Verteilung der Glutaminsaure-apodehydrase im Tierkorper. 


Fiir eine Beurteilung der biologischen Funktion des rever- 
siblen Systems der Glutaminsiuredehydrase war eine Orientierung 
iiber den relativen Gehalt der verschiedenen Gewebe an der Apo- 
dehydrase von Interesse. Eine genaue quantitative Bestimmung 
des Apodehydrasegehaltes ist sehr schwer durchfihrbar, weil 
einerseits beim Arbeiten mit Gewebeschnitten Permeabilitits- 
verhiiltnisse eine unitibersichtliche Rolle spielen und weil anderer- 
seits bei der Bestimmung in Extrakten das Ausmaf der Extra- 
hierbarkeit sowie der EKinfluB der Eigendonatoren in weiten 
Grenzen variieren kénnen. Als Bestimmungsmethoden sind die 
Sauerstoffzehrungs- bzw. Mb-Reduktionsmethode nur mit groBem 
Vorbehalt anwendbar, da die Geschwindigkeit hier nicht nur durch 
die Apodehydrase und das Co-Enzym, sondern auch durch den 
dazugehérigen Wasserstoffiibertriger bestimmt ist. 














70 
——> Min.——> 
Fig, 15. 
Abhangigkeit der Geschwindigkeit der CoH,-Dehydrierung von der Enzymmenge. 


2.5 ccm Wasser; 1,0 ccm m/2-Phosphatpuffer py = 7,4; 0,1 cem Dihydro-cozymase, entsprech. 
etwa 0,1 mg; 0,1 ccm Enzym aus Frischleber, dargestellt wie zu Tab. 9 angegeben; 0,1 ccm 
m/10-a-Ketoglutarat. Wiihrend 5 Min. kein Extinktionsabfall, hierauf Zusatz von 0,2 ccm 
m-NH,Cl (Anfangspunkt der Kurven). Die urspriingliche Enzymsuspension war zu Versuch I 
20fach, zu Versuch II 10fach, zu Versuch III 7,5 fach verdiinnt, d.h. die Enzymmengen in 
den 3 Versuchen verhielten sich untereinander wie 1:2: 2,6. Die Anfangsgeschwindigkeiten 
(vgl. die an den Anfangsast der Kurven gelegten Tangenten) verhalten sich wie 1: 2: 3,5. 
Bei den Vergleichsbestimmungen mit anderen Organen wurden stets solche Enzymmengen 
gewiihlt, die (wie Versuche I und II) iiber mehrere Minuten geradlinig verlaufende Kurven 
gaben, und dann stets Proportionalitaét zeigten. 


Wir wihlten als Extraktionsmethode das Zerreiben des fein 
zerkleinerten Gewebes mit sekundérem Phosphat und Filtrieren 


= 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. . 
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der zerriebenen Zellmasse durch Verbandgaze, wodurch eine feine 
Suspension erhalten wird. 

Zur Bestimmung der Apodehydrasekonzentration verwendetey 
wir die Tatsache, daB die Geschwindigkeit, mit welcher Dihydro- 
cozymase durch Iminoglutarsiure dehydriert wird, innerhalb q- 
wisser Grenzen der Apodehydrasemenge proportional ist, wie aus 
Fig, 15 hervorgeht. 

In Tab. 9 sind die nach diesem Prinzip bestimmten relativey 
Konzentrationen an Glutaminsiure-apodehydrase in verschiedenen 
Geweben von Ratten angegeben. 


Tabelle 9. 


Verteilung der Glutaminsiiure-apodehydrase im Ratten-. 
organismus. Extraktion: 1 Gewichtsteil Gewebe wurde mit der Schere 
méglichst fein zerkleinert und mit 3 Gewichtsteilen m/10-Na,HPO, und 
Quarzsand wihrend 15 Minuten energisch verrieben. Nach 1°/, stiindigem 
Stehen bei 4° wurde auf einem Biichnertrichter iiber doppelt gelegte Ver- 
bandgaze abgesaugt und ausgepreBt. — Das Priifsystem enthilt 0,2 ccm 
Dihydro-cozymase mit einer Extinktion «= 0,3, 1,0 cem m/2-Phosphatputier 
Py = 4,7, 0,1 cem Enzym (verschieden verdiinnter Originalextrakt) und 
2,5 ccm Wasser. Nach Messung der Extinktion werden 0,2 cem m-NH,(! 
und 0,1 ccm 0,1 m-e-Ketoglutarsiiure zugesetzt. Von jedem Gewebeextrakt 
wurden 2—3 verschiedene Konzentrationen geprift und die erhaltenen 


Geschwindigkeiten des CoH,-Schwundes waren — wenn die Enzymmenge 
nicht zu hoch gewiihlt war — stets proportional der Enzymmenge. 


Extrakte aus manchen Geweben enthielten Wasserstoftacceptoren, 
welche einen Verbrauch an CoH, bereits ohne Zusatz von Ketoglutarsiiure 
+ NH,Cl bewirkten. Solche Enzyme wurden durch 30—120 Minuten lange 
Dialyse durch Kollodium gereinigt. In der Tabelle sind die auf gleiche 
Mengen der verschiedenen Gewebeextrakte berechneten relativen Geschwin- 
digkeiten des CoH,-Schwundes wiedergegeben, wobei der mit Leberextrakt 
erhaltene Wert = 100 gesetzt ist. 




















Relative Apodehydrase- 
Gewebe scacacaneallaiilin 
Se eae ae ee 100 
EE a ee 41 
Darmwand. . | 
Skelettmuskel 6 
Gehirn ....... 6 
Herzmuskel .... . <5 
ee ee <5 
Jensen-Sarkom . 6 


Wenn wir die Annahme machen, daB die mit den méglichst 
gleichmiBig hergestellten Extrakten erhalienen Werte ein im 
groBen und ganzen richtiges Bild iiber die relativen Konzen- 
trationen in den intakten Geweben darstellen, so ergibt sich, dal 
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Leber in weitem Abstand am mersten Dehydrase enthilt, wihrend 
Niere nur 40°/, und die anderen Organe erheblich weniger Dehydrase 


eten enthalten. 


idro- Es ist interessant, die Verteilung der Glutaminsiuredehydrase mit der 
(Je- Verteilung der Krebsschen Aminosiiuredehydrasen zu vergleichen. Die 
letzteren sind am stiirksten in Niere und Leber, und etwas schwiicher in 
Darmsehleimhaut, wihrend die iibrigen Gewebe wahrscheinlich gar keine 
. Dehydrase enthalten. Wenn wir, wie im folgenden Abschnitt des niiheren 
iven diskutiert werden soll, die Funktion der Glutaminsiuredehydrase in der 
Ten Katalyse der Glutaminsiiuresynthese aus Ketoglutarsiiure und Ammoniak 
erblicken, so ergibt sich aus den oben gefundenen Zahlen, dab diese 
Synthese zwar vorzugsweise in Leber und Niere, aber in geringerem Aus- 
maB auch in den meisten anderen Geweben stattfinden kann, wihrend der 
en- oxvdative Abbau der Aminosiiuren in den meisten Geweben wohl iiber- 
a haupt nicht zustande kommt, sondern in einigen wenigen lokalisiert ist. 
und 


rem 


Ver- D. Uber die physiologische Rolle des Systems 
ccm f der Glutaminsdiuredehydrasé. 


ther 
und Wie sich aus der vorliegenden Arbeit ergibt, verfiigt der 


Cl Organismus in der ,,Glutaminsaéuredehydrase“ iiber ein Enzym, 

akt | welches freies NH, an Ketoglutarsiure reduktiv fixiert unter 

ee Bildung von Glutaminsiiure. Das bei physiologischem p,, weit 

nach der Seite der Glutaminsiiure verschobene Gleichgewicht der 

en, reversiblen Dehydrasereaktion (,,Acceptorsystem“!) macht die An- 

ure > nahme, daB die Synthesereaktion die in der Zelle bevorzugte 

:. Richtung darstellt, sehr wahrscheinlich. Die Reaktion besteht in 

io. Feiner Hydrierung der ¢-Iminoglutarsiure durch Dihydro-codehydrase, 

kt und ihr Zustandekommen in der Zelle ist demnach nicht nur 

| abhiingig von der Anwesenheit von Ketoglutarsiture und NH,, 

' sondern auch von der Lieferung des Wasserstofis in Form der 

+  Dihydro-codehydrase. Wir fanden, daB die Apodehydrase sowohl 

_ CoH, I wie auch CoH, II als Wasserstofi-beladene prosthetische 

‘Gruppe zu verwerten vermag. Somit wird der fiir die Reduktion 

der Iminoglutarsiure notwendige Wasserstoff stets in dem MaBe 

zur Verfiigung stehen, wie er durch die Dehydrierung von Nahr- 

stoffen mittels Co I- oder Co L-bedingter Dehydrasesysteme 

»  (Triosephosphat, Glucose usw.) geliefert wird. Die Tatsache, dab 

die hydrierten Codehydrasen mit den betreffenden Apodehydrasen 

st / nicht fest verbunden sind, sondern mit ihnen im Dissoziations- 

m gleichgewicht stehen, hat eine groBe Beweglichkeit des labilen 

bi Wasserstoffs zur Folge und gewihrleistet eine rasche Zuleitung 
£ desselben zum System der Glutaminsiuresynthese. 








7* 
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Die Glutaminsiure-apodehydrase wurde in allen bisher unter. 
suchten Geweben (der Ratte) aufgefunden, ein Zeichen dafiir, dag 
die Glutaminsiuresynthese eine allgemeine Zellreaktion ist. Die 
iiberragend hohe Konzentration in der Leber deutet aber darayf 
hin, daB dieses Organ der Hauptort der Synthese ist. 

Der Mechanismus der enzymatischen Glutaminsiiuresynthese, 
der in der vorliegenden Arbeit aufgeklirt wurde, bestitigt die 
Hypothese von Knoop, da die Bildung der Aminosiuren in 
Tierkérper durch reduktive Aminierung der Ketosiuren, (. bh, 
Reduktion der Iminosiuren erfolgen kénne, eine Hypothese, die 
von Knoop und Oesterlin‘) durch rein chemische Modellversuche 
gestiitzt wurde. 

Die enzymatische Aminierung der Ketoglutarsiiure an der 
Glutaminsiure-apodehydrase ist jedoch gegeniiber der rein cheui- 
schen durch ihre Spezifitit ausgezeichnet: 


a) Von allen Ketosiuren wird von dieser Dehydrase nur 
a-Ketoglutarsiiure als NH,-Acceptor verwendet. 

b) Nur NH,, nicht monosubstituiertes NH, wird verwertet. 

c) Als Reduktionsmittel verwendet das Enzym nur die hydrierten 
Codehydrasen [ und II. 

Apodehydrasen, die mit Hilfe von CoH, auch andere Keto- 
siuren auBer Ketoglutarsiure reduktiv aminieren, haben wir nicht 
angetroffen. 


Es wire von Interesse zu untersuchen, was die bei verschiedenen 
Lebewesen verschiedene Spezifitiit der Glutaminsiure-apodehydrase in bezug 
auf die Codehydrase bedeutet. Die gleichzeitige Verwertbarkeit von Co | 
und Co II in der Leber verleiht jedenfalls der Iminoglutarsiure eine er- 
héhte Konkurrenzfihigkeit gegeniiber anderen Wasserstoffacceptoren, wie 
z. B. Brenztraubensiure, die nur auf CoH, I eingestellt sind. 

Die Spezifitit der Hefedehydrase gegeniiber CoH, II 148t vermuten, 
daB in der Hefezelle die Wasserstofflieferung gerade durch diejenigen 
Dehydrasesysteme erfolgt, die mit Co II fungieren. Bekanntlich sind dies 
die Dehydrasen, welche den dehydrierenden Abbau der Hexosemonophosphor- 
siiure vollziehen. Fiir das Schicksal der dabei auftretenden CoH, II gibt 
es drei Méglichkeiten: 1. Reoxydation durch O, (iiber Flavinenzym); 2. Um- 
wandlung der CoH, II in CoH, I und Reoxydation der letzteren; 3. Anaerobe 
Reoxydation der CoH, II durch ein Acceptorsystem. Fiir die Erfiillung der 
unter 3. genannten Méglichkeit kommt nach unserer gegenwiirtigen Kenntnis 
nur die reduktive Aminierung der Ketoglutarsiiure in Frage, da die Glut- 
aminsiiuredehydrase die einzige bisher bekannte Dehydrase ist, die Co II- 
spezifisch und reversibe!] ist. 

Will man die eben skizzierte Annahme weiter verfolgen, so kommt 
man zu der Vorstellung, daB in der Hefezelle die Abbauwege des Kohle- 
hydrats durch die beiden Codehydrasen in folgender Weise geleitet sein 
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kénnen: Cozymase katalysiert die tiber Hexosediphosphat verlaufende alko- 
holische Girung, Codehydrase II den iiber Hexosemonophosphat verlaufenden 
Abbau, bei dem der verfiigbar werdende Wasserstoff durch oxydoreduktive 
Koppelung mit dem System der Glutaminsiiure-dehydrase zur Synthese der 
Glutaminsiiure, d.h. letzten Endes zur Eiweifsynthese (vgl. unten) ver- 


wertet wird. 

Es erhebt sich nun die Frage, welche Bedeutung dem Um- 
stande zugeschrieben werden kann, daf} der Organismus mit einem 
Enzym ausgeriistet ist, welches spezifisch die Synthese einer 
einzigen Aminosiure, der Glutaminsiiure, katalysiert. 

Zur Beantwortung dieser Frage scheinen uns die Versuche 
von Braunstein und Kritzmann?”}) iiber ,, Umaminierung*“ in 
vorziiglicher Weise geeignet zu sein. Diese Autoren haben ge- 
funden, daB in tierischen Geweben Glutaminsiiure bzw. Asparagin- 
siiure sich mit @-Ketosiuren derart umsetzen, dab Ketoglutarsiiure 
bzw. Oxalessigsiiture einerseits und die der «-Ketosiure ent- 
sprechende Aminosiure andererseits entstehen; die ,,Umaminierung“ 
ist reversibel. 

Durch diese Entdeckung wird die spezifische Fixierung des 
Ammoniaks an Ketoglutarsiiure in ein neues Licht geriickt: Die 
Fixierung des Ammoniaks in Form von Glutaminsiiure erdéfinet 
ja die Méglichkeit, von hier aus durch Umaminierung alle anderen 
Aminosiuren aufzubauen, soweit die entsprechenden Ketosiuren 
verfiigbar sind. In einer vorlaufigen Mitteilung***) wurde diese 
Auffassung in folgender Weise zum Ausdruck gebracht: ,,Keto- 
glutarsiure diirfte als normales Zwischenprodukt des Kohlehydrat- 
abbaus in der Zelle stets vorhanden sein. Die Begrenzung der 
Synthesefahigkeit des Tierkérpers fiir Aminosiuren wird also 
lediglich durch den Mangel an gewissen Ketosiuren gegeben sein. 
Die solchen Ketosiiuren entsprechenden Aminosiuren miissen dann 
fertig mit der Nahrung zugefiihrt werden (z. B. Leucin, Trypto- 
phan)“, 

Das System Ketoglutarsiiure <-> Glutaminsiiure erhilt damit 
eine Schliisselstellung; Ketoglutarsiiure ist die Eintrittspforte fiir 
das freie NH,, Glutaminsiiure die Stelle, von der aus die NH,- 
Gruppen auf verschiedene Ketosiuren verteilt werden (Schema 12): 





yyy + Ketoglutarsdure — -Ketosaduren ‘ i 
NH, - Gott > Glutaminsiiure 77S" | Aminosiuren 
2 


(12) 
Braunstein und Kritzmann fanden das umaminierende Enzym 


%Sa) EK. Adler, Sv. Vetensk. Akad. Ark. f. Kemi 12B, Nr. 42 (1937). 
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in allen Geweben, mit Ausnahme der kernhaltigen Erythrocytey 
und bésartigen Tumoren”), 

Wir haben im AnschluB an die eben mitgeteilten Vorstellunzey 
einige orientierende Versuche iiber das System der Umaminierune 
unternommen, wollen aber betonen, daf8 wir damit keineswegs in 
das Arbeitsgebiet von Braunstein und Kritzmann eingreifey 
méchten. Wir priiften nur einige uns im obigen Zusammenhang 
unmittelbar interessierende Fragen und fanden 

a) daB die Umaminierung nicht nur in Gewebebrei, sondern 
auch in zellfreien Extrakten, sogar noch z. B. in ziemlich weit- 
gehend gereinigten Apodehydrasepriiparaten aus Leber stattfindet, 

b) daB Umaminierung auch in Enzymlésungen aus hoheren 
Pflanzen, aus Hefe sowie Bacterium coli erfolgt, 

c) daB die Umaminierung nicht der Cozymase und wahrschein- 
lich tiberhaupt nicht eines bei neutraler Reaktion dissoziierbaren 
Coenzymes bedarf, 

d) daB8B Iminoglutarsiiure-hydrierende und umaminierende 
Wirkung nicht parallel gehen, d.h., daB die beiden Vorgiinge 
nicht durch das gleiche Enzym katalysiert werden. 

Die offenbar sehr weite Verbreitung der beiden Reaktionen 
— reduktive Aminierung der Ketoglutarsiiure und Umaminierung 
der Glutaminsiiure mit anderen Ketosiuren — verleiht dem oben 
angegebenen Schema (12) einen hohen Grad von Wahrscheinlichkeit 
und 1i8t vermuten, daB dieser Weg der Synthese von Amino- 
siuren aus NH, und Ketosiuren quantitativ bedeutungsvoll ist. 


Andere Méglichkeiten der Aminosiuresynthese. 
Auber dem durch Schema (12) gegebenen Weg besitzt der Orga- 
nismus sicher noch andere Méglichkeiten zum Aufbau von Amino- 
Siuren aus NH, und Ketosiure. 

a) Kine dieser Méglichkeiten diirfte die sogenannte ,,acety- 
lierende Aminierung“ sein, die schon in der Einleitung (8. 63) 
besprochen worden ist. Der einfachste Fall ist die Bildung von 
Alanin aus zwei Molekiilen Brenztraubensiiure und NH,, aber es 
ist schon von Knoop und neuerdings von Du Vigneaud und 
Irish’) gezeigt worden, daB die Reaktion auch zwischen 1 Mol. 
Brenztraubensiiure, NH, und einer zweiten Ketosiure stattfindet. 
Es erscheint durchaus denkbar, daf bei den Aminosiuresynthesen, 


*) Im hiesigen Institut (Versuche von Friuiein U. Heyman) wurde 
gefunden, da8 auch Jensen-Sarkom-Gewebe die Fahigkeit zur Um- 
aminierung, wenn auch in geringerem MaBe als Muskel, besitzt. 
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die von Embden und Schmitz‘), sowie von Dakin und Dudley®) 
beim Durchstrémen von Leber mit Ketosiuren + NH, nach- 
gewiesen wurden, die Reduktion durch die in der Leber selbst 
zebildete Brenztraubensiure im Sinne der acetylierenden Ami- 
nierung erfolgte. 

b) Eine noch ungeklirte Frage ist es, ob die durch die 
Krebssche Aminosiure-dehydrase (,,Oxydo-desaminase“) kataly- 
sierte Reaktion reversibel ist, d.h. ob dieses Enzym in seiner 
reduzierten Form imstande ist, die reduktive Aminierung von 
Ketosiiuren zu vollziehen. 

Orientierende Versuche sprechen fiir die Reversibilitét. Sie wurden 
so ausgefiihrt, da8 im evakuierten System Brenztraubensiiure + NH,Cl + 
Nieren-Enzym [Extrakt aus Acetonniere nach Krebs *)] mit Leukoneutealrot 
in Gegenwart eines kleinen Uberschusses von Hydrosulfit gemischt und 
das Auftreten der Neutralrotfarbe beobachtet wurde. Fiir die Versuche 
bewiihrte sich der von N. B. Das*) angegebene Apparat. Es zeigte sich 
stets, daB die Dehydrierung des Leukofarbstoffs im vollstindigen System 
am raschesten erfolgt und da’ die Weglassung einer Komponente eine 
Verliingerung der Wiederfirbungszeit auf das Vielfache zur Folge hatte. 
Erhitztes Enzym war ohne Wirkung und das Enzym konnte nicht durch 
SH-Verbindungen wie Glutathion und Cystein ersetzt werden. 

Die Weiterentwicklung der Kenntnisse iiber die Aminosiure- 
dehydrase, welche durch die Isolierung ihres Co-Enzyms angebahnt 
worden ist, wird iiber die Frage der direkten Umkehrung der 
Desaminierung wohl Aufklirung bringen. 

Im folgenden Schema soll versucht werden, die Stoffwechsel- 
wege des Aminosiureumsatzes im Tierkérper zusammen- 
zufassen, Wir stellen dabei die Hintereinanderschaltung von 
hydrierender Aminierung der Ketoglutarsiure und Umaminierung 
der gebildeten Glutaminsiure in den Mittelpunkt der synthetischen 
Vorgiinge, weil dieser Weg der gegenwirtig am besten bekannte 
ist. Das Schema soll andeuten, auf welche Weise die Kompo- 
nenten dieses synthetisierenden Systems mit anderen Zellreak- 
tionen gekoppelt sind. 

Wie das Schema zeigt, entsteht die Schliisselsubstanz des 
NH,-bindenden Systems, die Ketoglutarsiure, aus Citronensiure 
[Martius**)] und steht auch mit dem Brenztraubensiureumsatz, 
also mit dem Kohlenhydratabbau, in enger Beziehung. Es wiirde 






























4) Biochemie. J. 29, 1620 (1935). 

°°) Biochemic. J. 31, 1124 (1937). 

3) Martius u. Knoop, Diese Z. 246, I (1937); Martius, Diese Z. 
247, 104 (1987). 
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zu weit fiihren, hierauf naiher einzugehen und es sei statt dessen 
auf die Arbeiten von Weil-Malherbe*") sowie insbesondere auf 
die Krebssche Theorie vom Citronensiiure-Cyklus**), welche sich 
zum ‘Teil auf die Ergebnisse von Martius und Knoop*) aut. 
baut, hingewiesen. Die Beziehung zur Oxyglutarsiiure ist nach 
Thunberg®’) und Weil-Malherbe*’) durch die Oxyglutarsiiure- 
dehydrase gegeben, deren Reversibilitét von dem letztgenannten 
Autor angenommen wird. 


Schema des Aminoséureumsatzes im TierkOorper. 


a-Oxyglutarsiiure Citronensiiure . 
~ 1 "hing Koblen. f 
Y K / \ hydra f 
Bernsteinsiure <——————__ a- Ke togutarsiiure <..... Brenztraubensiiure * 
A K 
Oxydo-desaminase + | 
Aminosiuren {0 SONH, : + H,O | 
A 


| 
 reduktive Aminierung* 


























| — ] s 1 I t ee | 
a-Iminoglutarsaure 
| i rv ' he 
ie , Dehydrase : ‘ etoglutarsdure 
| Nihrstoffe —————-> CoH, | | + Co 
Histidin ... | l 
“a 
| . a Y! Ci 
Prolin ————-> Glutaminsiure | 
AA | A | | 
iS &g 
2. Umaminierung* 
Glutamin “ | r eee 
Ket | 7 K sa > der Glutaminsdure 
i fjuren | Aetogiutarsiure ' . 7 
| aliens -" “ | | ” oe mit a-Ketosduren 
1 | 
hd ‘A & 
————- Aminosiiuren 
| A ¥. Ketosiuren a 
| ~ oe it TOMA 
Y , . + Brenztraubensiiure - et 
oh i 7 monireruny’ 
EiweiB + NH, : 


Glutaminsaure steht in engster Beziehung zum Prolin [Weil- 
Malherbe und Krebs*!), Neber*)| und zum Glutamin [Krebs*%), 


87) Biochemic. J. 31, 2202 (1937). 

**) Krebs u. Johnson, Enzymologia (Nd.) 4, 148 (1987); Krebs, 
Salvin u. Johnson, Biochemic. J. 32, 113 (1938). 

°°) Skand. Arch. Physiol. 40, 1 (1920). 

*°) Biochemic. J. 31, 2080 (1937). 

*t) Biochemie. J. 29, 2077 (1935). 

*2) Diese Z. 240, 70 (1936). 

*8) Biochemic. J. 30, 1968 (1936). 
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Weil-Malherbe*4)] und kommt nach Edlbacher und Kraus**) 
auch als Abbauprodukt des Histidins in Frage. 

Die Funktion der Glutaminase**), welche Glutaminsiure 
reversibel mit NH, zu Glutamin verbindet, ist im vorliegenden 
Zusammenhang von groBem Interesse. Es wird von Wichtigkeit 
sein, zu priifen, ob das umaminierende Ferment aufer Glutamin- 
siure auch Glutamin als Aminogruppen-Donator verwertet. Wenn 
dies nicht der Fall ist, so wiirde dem aus Glutaminsiiure auf- 
cebauten Glutamin die Bedeutung eines Aminostickstofi-Speichers 
zukommen kénnen, aus welchem der Aminostickstoff erst nach 
Abspaltung der Amidgruppe wieder fiir die Umaminierung dis- 
ponibel wird, 

NH,-Fixierung und Aminosiuresynthese bei anderen 
QOrganismen. Die weite Verbreitung des spezifischen Ketoglutar- 
siiure-aminierenden sowie des umaminierenden Systems wurde in 
der vorliegenden Arbeit bereits hervorgehoben. Es ist jedoch 
wahrscheinlich, daB der quantitative Anteil dieser Systeme an 
der gesamten Aminosiiuresynthese bei verschiedenen Lebewesen 
sehr variiert und bisweilen vielleicht ganz zuriicktritt. 

In Bacterium coli fanden wir, wie bereits erwihnt, ebenso 
wie in Hefe eine Coll-bedingte Glutaminsiiure-dehydrase. In Milch- 
siiurebakterien konnte sie jedoch nicht nachgewiesen werden **), 

Bekanntlich sind nun eine Reihe von Bakterien mit dem 
Euzym Aspartase ausgeriistet, welches die Anlagerung von NH, 
ai Fumarsiure unter Bildung von Asparaginsiure reversibel kataly- 
siert [Quastel4’), Virtanen*’)], Die Vorstellung ist naheliegend, 
daB in solchen Fallen die Synthese der anderen Aminosiuren teil- 
weise oder ganz durch Umaminierung der Asparaginsiiure mit 
ivetosiiuren erfolgt. Fiir das Vorkommen der Aspartase im Tier- 
kérper gibt es nur einen experimentell recht schwach begriindeten 
‘linwels von Jacobson**), 

Virtanen und Laine®) haben kiirzlich eine interessante 
Vorstellung iiber den Mechanismus der Stickstofi-Fixierung bei 


**) Biochemic. J. 30, 665 (1936). 
*) Diese Z. 195, 267 (1931). 
4°) Unverdffentlichte Versuche von V. Hellstrém. 
7) Quastel u. Woolf, Biochemie. J. 20, 545 (1926); Cook u. Woolf, 
Biochemie. J. 22, 474 (1928). 
8) Virtanen, Biochem. Z. 250, 193 (1932). 
**) Jacobson u. Soares, Enzymologia (Nd.) 1, 183 (1936). 
°°) Nature 141, 748 (1938). 
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Leguminosen mitgeteilt. Nach dieser Vorstellung reduzieren dic 
Leguminosenbakterien den molekularen Stickstoff zu Hydroxylamin, 
dieses bildet mit Oxalessigsiure (aus der Wirtspflanze) Oxalessig. 
siiure-oxim, welches schlieBlich zu Asparaginsiiure reduziert wird 
Von hier aus kann eine Verteilung der Aminogruppen durch dic 


Umaminierung stattfinden. 


E. Zusammenfassung. 


1. Aus Leber werden Apodehydrasepriparate gewonnen, dic 
nach Erginzung durch Cozymase 1(+)-Glutaminsiiure zu Imino. 
glutarsiure dehydrieren. Letztere zerfillt spontan durch Hydrolyse 
in «-Ketoglutarsiiure und NH,. 


2. Die Dehydrierungsreaktion ist reversibel, d. h. Dihydro. 
cozymase hydriert in Gegenwart der spezifischen Apodehydrase 
Iminoglutarsiiure (Ketoglutarsiure + NH,, welche mit Iminoglutar- 
siure im Gleichgewicht stehen) zu Glutaminsiure. p,,-Abhingig. 
keit und Gleichgewichtskonstante der reversiblen Dehydrierungs- 
reaktion wurden bestimmt. 

An Stelle der Dihydro-cozymase kann auch ein CoH,-liefern- 
des Dehydrasesystem als Wasserstoffdonator fiir die hydrierende 
Aminierung der Ketoglutarsiiure dienen. 

Durch diese Versuche ist die enzymatische Synthese einer 
Aminosiure aus Ketosiure und NH, im zellfreien System zum 
erstenmal durchgefiihrt. 

3. Die Glutaminsiiure-apodehydrase aus Leber bildet nicht 
nur mit Cozymase (Codehydrase J), sondern auch mit Codehy- 
drase II eine Holodehydrase, die in gleicher Weise die reversible 
Reaktion vollzieht. 

4, Die scharfe Substratspezifitit der Apodehydrase in bezug 
auf das Kohlenstoftskelett bzw. die Iminogruppe wird hervorgehoben. 


Von allen bisher untersuchten Substanzen werden nur 1(-+-)-Glut- | 


aminsiiure dehydriert, bzw. nur «-Iminoglutarsiure (a-Ketoglutar- 
siure + NH,) hydriert. 

5. Im tierischen Organismus enthilt Leber die héchste Kon- 
zentration an Glutaminsiure-apodehydrase. Darauf folgen Niere 
mit etwa 21/, mal kleinerer Konzentration und die tibrigen Gewebe 
in weiterem Abstand. 

6. Die physiologische Funktion der Glutaminsiiure-dehydrase 
diirfte weniger in der Dehydrierung von Glutaminsiure, als viel- 
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mehr vorzugsweise in der Umkehrung dieser Reaktion, der spezi- 
fischen reduktiven Fixierung von NH, an «-Ketoglutarsiiure zu 
erblicken sein. Der Umstand, daB die Zellen mit einem System 
zur spezifischen Synthese der Glutaminsiiure ausgeriistet sind, 
erhilt eine besondere Bedeutung durch die Tatsache, dai gerade 
yon dieser Aminoséure aus durch Umaminierung (Braunstein 
und Kritzmann) eine Verteilung des gebundenen Stickstoffs auf 
andere Ketoséuren, also der Aufbau anderer Aminosiiuren, er- 
folgen kann. 

Durch das System Ketoglutarsiure <-> Glutaminsiure wird 
also gleichzeitig freies NH, in organische Bindung ibergefihrt 
und die NH,-Gruppe tbertragen. 

Ks wird ein Schema iiber den Aminosiiureumsatz in der 
tierischen Zelle gegeben, und es werden schlieBlich die ver- 
schiedenen Wege der Aminosiuresynthese im Tierkiérper und bei 
anderen Organismen kurz diskutiert. 
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Bildung der /-3,6-Dioxyallocholansaiure 
aus /-Dehydrohyodesoxycholsiure im Kaninchenorganismus, 
Von 
Shigeki Miyazi. 





(Aus dem Physiolog.-chem. Laboratorium der ,,Nippon‘‘ Medizin-Hochschule Tokio, Japan,) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mai 1938.) 


Von natiirlichen epimeren Gallensiuren sind die Ursodes- 
oxycholsiure') aus Barengalle, die Lagodesoxycholsiiure’) aus 
Kaninchengalle und #-Hyodesoxycholsiiure’) aus Schweinegalle 
bekannt; die erstere wurde von Miyazi‘) synthetisch dargestellt, 
Dies weist darauf hin, daB der Tierkérper die OH-Gruppen in 
den Stellungen C, und C, des Gallensiiuremolekils epimerisieren 
kann. Kyogoku®) hat bereits die Umwandlung der 3,12-Diketo- 
cholansdure in die a- und §-3-Oxy-12-ketocholansaiure im Kroten- 
organismus nachgewiesen. 

Wenn die Gallensiuren im Tierkérper aus Sterinen entstehen, 
so mul nicht nur eine Epimerisierung der sekundiren Hydroxy)- 
gruppe am ©, des Sterinmolekiils, sondern auch eine sterische 
Umlagerung der Atomgruppe am C, stattfinden. In vitro hat 
Windaus®) 3,6-Diketocholansiiure in 3,6-Diketoallocholansiure 
umwandeln kénnen. Der Ubergang der Allocholansiure in die 
Cholansiure im Tierkérper ist aber noch nicht bekannt. 

Um zu sehen, ob die Ketosiuren der Allocholansiurereihe im 
Sdugetierorganismus einer solchen Umlagerung unterworfen werden 
kénnen, habe ich im Sommer und Winter mehreren Kaninchen unter 
normalen Bedingungen f-Dehydrohyodesoxycholsiure (3,6-Diketo- 
allocholansiure) intravenéds verabreicht und im Harn mit guter 
Ausbeute -3-c-6-Dioxyallocholansiiure aufgefunden; sie war mit 
der 3,6-Dioxyallocholansiure vom Schmelzp. 274° identisch, die 


1) T. Iwasaki, Diese Z. 244, 181 (1936). 

2) §. Kishi, Diese Z. 288, 210 (1936). 

*) T. Kimura, Diese Z. 248, 280 (1937). 

*) S. Miyazi, Diese Z. 250, 31 (1937). 

°) K. Kyogoku, Diese Z. 246, 99 (1937). 

*) A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 245 (1926). 
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von Windaus®) durch Hydrierung der 3,6-Diketoallocholansiure 
bereitet und von Sugiyama’) als #-3-e-6-Dioxyallocholansiure 
erkannt worden ist. 

Im Kaninchenorganismus wird also 3,6-Diketoallocholansiure 
zum Teil unter Reduktion der beiden Ketogruppen mit Epimeri- 
sierung der OH-Gruppe am C, in die (§-3-a-6-Dioxyallocholan- 
siure umgewandelt und im Harn ausgeschieden, wobei keine 
Umlagerung der Allocholansiure in die Cholansiure stattfindet. 

In der Schweinegalle hat bereits Fernholz*) 3-Oxy-6-keto- 
cholansiiure vorgefunden, die sich leicht in 3-Oxy-6-ketoallocholan- 
siure umlagert. Wenn sie als eine Vorstufe der Hyodesoxycholsiure 
(-3,6-Dioxycholansiure) betrachtet werden soll, so muf 3-Oxy- 
6-ketoallocholansiure oder 3,6-Diketoallocholansiure im Tierkérper 
unter Umlagerung zu Hyodesoxycholsiure reduziert werden. Dies 
ist aber nicht der Fall, sondern aus letzterer wurde -3-a-6- 
Dioxyallocholansiure erhalten, die als kérperfremd im Harn aus- 
geschieden wurde. Dabei wird héchstwahrscheinlich «-3,6-Dioxy- 
allocholansiiure*) gebildet und im Organismus benutzt. 

Somit muB8 die Epimerisierung der OH-Gruppe am C, des 
Gallensiure- oder Sterinmolekiils physiologisch nicht zweck- 
entsprechend sein, wie Kyogoku®) bei der £-3-Oxy-12-ketocholan- 
siure beobachtet hat. 


Beschreibung der Versuche 


Im Winter, von Dezember bis Januar, wurde normalen Kaninchen 
einmal tiglich das Natriumsalz der £#- Dehydrohyodesoxycholatlésung 
(Schmelzp. 209—210°) intravenés verabreicht. Zuerst wurden 2—2,5 ccm 
einer 2°/,igen Lésung injiziert, dano wurden Menge und Konzentration der 
Lisung allmihlich gesteigert, bis 4—5 ccm einer 4°/,igen Liésung ver- 
abreicht wurden. Die Ohrvenen thrombosierten nach 6—7 maliger Injektion. 
Dann wurden neue Kaninchen eingesetzt. Insgesamt habe ich 16 Tiere 
verbraucht und ihnen 8,2 g §-Dehydrodesoxycholsiiure beigebracht. 

Es wurden 9,6 Liter gegen Lackmus schwach alkalischer Harn gesammelt. 
Er wurde im Vakuum zum Sirup eingeengt und mit je 100 cem heiBem 
absolutem Alkohol 3mal extrahiert; der Extrakt wurde mit einer groBen 
Menge Wasser verdiinnt, das Filtrat wieder auf die Hilfte eingeengt, mit 
verdiinnter Salzsiiure angesiiuert und mehrmals mit Petroliither durch- 
geschiittelt. Die saure alkoholische Lésung wurde mit Soda neutralisiert 
und auf dem Wasserbad abgedampft, um sie vom beigemengten Petrolither 
und Alkohol zu befreien. Nach dem Erkalten wurde die schwach alkalische 
Lisung aufs neue mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert, wobei sich ein 
flockiger Niederschlag abschied, der spiter harzig wurde. 


‘) G. Sugiyama, J. of Biochem. 25, 162 (1937). 
*) E. Fernholz, Diese Z. 252, 202 (1935). 
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Diese harzige Masse wurde mit Wasser gut durchgeknetet, wieder jy 
70°/,igem Alkohol gelést, einige Stunden mit Tierkohle auf dem Wasserhaj 
gekocht und abfiltriert. Diese alkoholische Lésung wurde wieder ij 


Petrolither einige Male durchgeschiittelt, mit Soda neutralisiert und auf 


dem Wasserbad wie vorher abgedampft. Die schwach alkalische Lisung 
wurde mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert und nun erschépfend aus. 
geiithert. Der Atherauszug wurde mit 5°/,iger Sodalésung ausgezogen und 
die abgetrennte Sodalésung unter Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiiure 
aufs neue ausgeithert. Der Atherauszug wurde im Vakuum abgedampft 
wobei eine briunliche harzige Masse zuriickblieb. Dieses Harz wurde iy 
wenig Aceton mit dem Glasstab gut verrieben. Dabei verwandelte es sich 
in einen Krystallbrei von Schuppen. Die Krystalle wurden einmal aus 
Aceton, dann aus Kisessig umkrystallisiert. Die in langen, breiten Nadeln 
krystallisierte Siure schmilzt bei 274—275°. Ausbeute 0,16 g. Der Misch- 
schmelzpunkt der Siure mit der a-3,6-Dioxyallocholansiure (Schmelzp. 247! 
liegt bei 224—230°, mit der §-3-a-6-Dioxyallocholansiiure (Schmelzp. 274° 
von Windaus®) bei 274—275° und zeigt also keine Depression. Lieber- 
mannsche Reaktion: anfangs schwach rot, schlieBlich gelblich violett. 


3,785, 3,768 mg Subst.: 10,172, 10,090 mg CO,, 3,497, 3,508 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 73,41 H 10,28 
Gef. ,, 73,30, 73,08  ,, 10,34, 10,42. 
Methylester: Er wurde in iiblicher Weise mit Diazomethan dargestellt. 
Er krystallisiert in Nadeln und schmilzt bei 179—180°. 
3,800, 4,003 mg Subst.: 10,294, 10,847 mg CO,, 3,469, 3,581 mg H,0. 
CosH4,0, Ber. C 73,83 H 10,41 
Gef. ,, 78,88, 73,90  ,, 10,22, 10,01. 


Der Versuch wurde im Sommer (Juli—August) wiederholt und dabei 
dieselbe Siure in einer viel kleineren Menge erhalten. 
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Uber den Nachweis von d- und 1]-Phenylalanin 
in biologischen Flissigkeiten. 
Von 
Karl Closs und Sverre Dick Henriksen. 


(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinzerhdiskole, Oslo, Norge.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1938.) 


Beschiftigt mit der Erforschung des intermediiren Stoff- 
wechsels des Phenylalanins erwies es sich fiir uns als wiinschens- 
wert eine Methode zu besitzen, die es gestattete, einfach und 
sicher das Vorhandensein kleiner Mengen von Phenylalanin (PA) 
in biologischen Flissigkeiten zu bestimmen. Gleichzeitig war es 
von Vorteil zu wissen, in welcher der beiden optisch aktiven 
Formen, gegebenenfalls in welchem Mengenverhiltnis dieselben 
zur Ausscheidung gelangten bzw. im Organismus nachweisbar 
waren. 

Nachdem sich alle in der Literatur beschriebenen Methoden 
fiir kleine Substanzmengen als unbrauchbar erwiesen hatten [die 
Methode von Kapeller-Adler®) haben wir nicht geprift], kam 
uns der Zufall zu Hilfe. M. Bergmann und H. Schleich’) 
hatten in einer Arbeit iiber Dehydrodipeptidasen auch einige 
Bakterienstamme und eine Penicilliumart auf ihre Fahigkeit hin, 
dehydrierte Dipeptide zu spalten, untersucht. Der Nachweis von 
Dipeptidasen in diesen Mikroorganismen gelang nicht. Das Wort 
.nicht* wurde von uns dabei iibersehen. Da diese Dipeptidasen in 
der Schweineniere vorgefunden werden und andererseits nach 
Krebs") die Niere (besonders die Rattenniere) die nicht natiirlichen 
d-c-Aminosiiuren desaminiert unter Bildung der entsprechenden 
¢-Ketosiiuren, die auch bei der Hydrolyse der dehydrierten Di- 
peptide entstehen, dachten wir uns, daf auch die von Bergmann 
und Schleich untersuchten Bakterien eine ‘hnliche Wirkung 
austiben kénnten. Bacterium proteus, einer der untersuchten 
Bakterienstimme, war uns in Reinkultur leicht zuginglich. 

Bereits der erste Versuch mit ]-PA fiel positiv aus. Als wir 
dann die Literatur griindlich durchstéberten, wurden wir auf eine 
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kurze Mitteilung von Bernheim, Bernheim und Webste;: 
aufmerksam, welche den Sauerstoffverbrauch von ,ruhenden“ {yj 
turen von B. proteus nach Zugabe von 1- und d-PA untersuch § 
hatten, und auf Grund dieser Versuche und ihrer friiheren ihe 
das ,,Rattennierenenzym“*) die Vermutung iiuBern, das Endproduk f 
der Reaktion kénne in beiden Fallen dasselbe sein, da die py 
Molekil aufgenommene Sauerstofimenge dieselbe ist. Durch unser: § 
Versuche ist nun diese Vermutung bewiesen. 

Es zeigte sich, daB die Reaktion sich praktisch auf die Ve. f 
treter der Proteusgruppe beschriinkt. Uber die Bedeutung de 
Reaktion fiir die Klassifizierung von Bakterien haben wir bereits 
berichtet®). Was nun interessierte war, ob unsere Bakterien sich [ 
zum direkten Nachweis des 1-PA im Harn und im Blute oder iy 
Organextrakten eigneten. Die ersten Versuche mit Harn fieler 
negativ aus. Es zeigte sich aber bald, daB der Grund diese f 
negativen Ausfalls darin zu suchen war, daB die von uns damals 
verwendeten Bakterienaufschlemmungen zu verdiinnt und dic} 
Reaktionsdauer zu lang war. Durch Veriinderung der Reaktions. f 
bedingungen gelang es leicht auch Spuren von 1-PA zu erfassen, 

Fiir ein Gelingen der Reaktion muB darauf geachtet werden, dat: } 

1. Die Reaktion des Substrates deutlich alkalisch gegen 
Phenolrot ist (p, etwa 8). Andererseits wirkt zu stark alkalische 
Reaktion stérend. 

2. Die Bakteriensuspension mu8 konzentriert genug sein 
(etwa 100000 Mill./ml). Alle Einzelheiten der Bereitung sind im 
experimentellen Teil nachzulesen. 

3. Die Reaktionsdauer sollte 1 Stunde nicht iiberschreiten, 
da sonst ein nicht unwesentlicher Teil der entstandenen Ketosiiure 
wieder verschwindet. 

4. Man muB8 fir geniigende Sauerstoffzufuhr Sorge tragen | 
entweder durch Schiitteln oder dadurch, daB man die Reagenz- 
gliiser schrig auf den Tisch legt. 

Als Mittel zum Nachweis der bei der Reaktion entstandenen | 
Phenylbrenztraubensiure (PBT'S) verwenden wir eine halbgesittigte 
Lésung von EKisenammoniakalaun, die dem Reaktionsgut nach An- 
siuern und Siattigen mit Ammoniumsulfat tropfenweise zugesetzt | 
wird. Die Intensitit der entstehenden griinen Farbe ist aufer 
von der Menge der vorhandenen PBTS abhingig vom p, und 
wird durch Zusatz von Ammoniumsulfat gesteigert. Die griine 
Farbe zeichnet sich leider durch grofe Unbestiindigkeit aus, Aus 
diesem Grunde haben wir von einer qguantitativen Bestimmung 
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abgesehen, da wir ja keinerlei Gewahr dafiir besitzen, dab die 
stirenden EKinfliisse trotz Einhaltung méglichst gleichartiger Ver- 
suchsbedingungen stets gleich groB sein werden. 

Der Nachweis des d-PA bereitete insofern keine Schwierig- 
keiten, als wir hier in dem sog. ,,Rattennierenenzym“ (RNE) be- 
reits ein Reagens besaBen. Durch Vereinfachung der von Bern- 
heim und Bernheim beschriebenen Gewinnungsmethode*) und 
Auffindung geeigneter Bedingungen fiir die Reaktion erwies es 
sich als ebenso anwendbar (und fast genau so empfindlich) zum 
Nachweis des d-PA in biologischen Fliissigkeiten wie die Proteus- 
suspension (PS) zum Nachweis des 1-PA. Allerdings hat das RNE 
2 Nachteile gegeniiber der PS. Es ist nicht so haltbar wie letztere, 
da die Nierenzellen, die als Traiger der Aktivitaét anzusehen sein 
diirften, selbstredend nur eine begrenzte Lebensdauer haben, 
wihrend die Bakterien unter gegebenen Bedingungen praktisch 
unbegrenzt am Leben gehalten werden kénnen. Das RNE inakti- 
viert sich auch aus zwei anderen Griinden selbst: 1. wird eine 
Suspension desselben mit der Zeit immer saurer, 2. diffundiert 
das Co-Enzym [vgl. Warburg und Christian?)] aus den Zellen 
bei langerem Stehen heraus. Das RNE hat aber auch noch einen 
anderen Nachteil, auf den wir bei unseren Belastungsversuchen 
aufmerksam wurden. Ks greift namlich auBer dem d-PA auch 
Phenylmilchsiiure (PMS), allerdings bei weitem nicht so stark an. 
PMS entsteht aber nun stets in gewisser Menge beim Zerfall der 
PBTS nach der Gleichung: 


2(,H,CH,COCOOH ——> C,H,CH,CHOHCOOH + C,H,CH,COOH + CO, 


Die zu untersuchende Fliissigkeit mu8 daher, ehe sie auf 
d-PA untersucht werden kann, erst mit Ather erschépfend extrahiert 
werden. Hierzu verwendeten wir teils einen kontinuierlichen Ex- 
traktionsapparat nach Griffith‘), teils Ausschiitteln im Scheide- 
trichter. 

Uber das Verhalten der PMS soll spiter ausfiihrlicher be- 
richtet werden. 

PS ist fiir den Nachweis des 1-PA recht spezifisch, da sie 
d-PA in verdiinnten Lisungen (etwa 0,1°/,) und PMS gar nicht 
und auch 1-Tyrosin nur spurenweise angreift. Wir haben bisher 
noch nicht mit Sicherheit entscheiden kénnen, ob die schwache 
Reaktion, die man bei Verwendung konzentrierterer Lésungen von 


_1-PA mit RNE erhalt, darauf beruht, da® auch der andere Anti- 
_ pode, wenn auch viel langsamer, angegriffen wird, oder von einer 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 8 
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Verunreinigung der Praparate mit l-PA herrihrt. Letztere Ap. 
nahme scheint aber unseren Versuchen nach die wahrscheinlichste. 
zumal 1-PA Lésungen gleicher Konzentration (2°/,), aber ver. 
schiedener Herkunft, eine verschieden starke Reaktion auf (-P4 
liefern, 

Wir besitzen somit fiir den Nachweis der beiden optischie 
Isomeren des PAs eine einfache und zuverliissige qualitative 
Methode. Eine Vorbereitung der zu untersuchenden Substanz ist 
streng genommen iiberfliissig, auber in Fallen, wo von vornherein 


PBTS oder PMS vorhanden ist. PBTS bzw. PMS wird an fF 


sichersten durch Atherextraktion entfernt, kann aber auch, full 
nur I-PA bestimmt werden soll, auf folgende einfache Weise ent. 
fernt werden: Nachdem unser Hisenreagens [ohne Sattigung mit 
(NH,),SO,!] zugegeben wurde, lift man ganz einfach die Mischung 
unter wiederholtem kriftigem Umschiitteln stehen oder liegen, 
Sobald die griine Farbe ganz verschwunden ist, fallt man das 
Fe durch Zusatz von n-NaOH bis zur deutlich alkalischen Reak- 


tion (Phenolrot). Wahrscheinlich handelt es sich bei dieser Ent- f 
fiirbung um eine abnliche Reaktion, wie die von Lipmann’) fiir 


Brenztraubensiure beschriebene; Fe+*+* wird auch hier zu Fe** 
reduziert. 


Bei der Untersuchung von Harnen ist eine Vorbehandlung | 


mit EKisenreagens von Vorteil, solange es sich nicht um sehr 
kleine Mengen PA handelt, die dann infolge der Verdiinnung und 
Adsorption an den Niederschlag nicht mehr nachweisbar sind. 
Die beschriebenen Methoden haben den grofBen Vorteil, dab 
sie von der Menge des zur Verfiigung stehenden Materials weit- 
gehend unabhingig sind. Bei Verwendung kleinerer Fliissigkeits- 


mengen hat man nur entsprechend kleinere Mengen PS bzw. | 


RNE und kleinere Reaktionsgefibe zu verwenden. 


Auch in Kiweibhydrolysaten laBt sich mit Hilfe unserer | 


Methode 1-PA leicht nachweisen. 

Ob sich die Methode von Penrose und Quastel®) zur Be- 
stimmung der gebildeten PBTS durch Fiallung als 2,4- Dinitro- 
phenylhydrazon, Auflésen des Niederschlags in Lauge und Colori- 


metrie verwenden 1liBt, ist von uns nicht untersucht worden. Viel- | 
leicht wiirde sich diese Methode besser zur quantitativen Erfassung | 


kleiner Mengen PBTS bzw. PA eignen. 

Uber die Anwendung unserer Methode zur Untersuchung 
des Stoffwechsels des PA und verwandter Stoffe soll anderswo 
berichtet werden (vgl. auch die nachfolgende Arbeit). 
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Experimenteller Teil. 


Herstellung der Proteus-Suspension (PS). 8B. proteus wird von 
einer Stammkultur aus auf Agarplatten ausgesit und 24 Stunden im Brut- 
ofen bei 87° belassen. Zu jeder Platte gibt man ungefiihr 5 ml destilliertes 
Wasser oder 0,5°/,ige Kaliumacetatlésung, riihrt die Bakterien auf und fiihrt 
in ein Zentrifugenglas tiber. Nach 10 Minuten langem Zentrifugieren bei 
3000 U/min. gieBt man die iiberstehende Fliissigkeit ab. Entweder kann 
man nun die Bakterien abermals in 5 ml Kaliumacetatlésung aufschlemmen 
oder man kann sie ohne Zusatz im Kiithlschrank aufbewahren. In dieser 
Weise behandelt, behalten sie ihre urspriingliche Aktivitét etwa 3 Wochen 
lang unverindert bei. 

Die Bestimmung wird am einfachsten folgendermaben ausgefiihrt: 
tml (gegebenenfalls auch weniger) der zu untersuchenden Fliissigkeit 
wird mit einem Tropfen Phenolrot (0,1°/,) und soviel m/10-Na,CO,-Lésung 
versetzt, bis die Indicatorfarbe deutlich bliulichrot ist (py etwa 8—9). Nun 
fiigt man 1ml PS hinzu, die ebenfalls alkalisch reagieren mu8. Man 
schiittelt um und liéBt das Reagenzglas mit dem oberen Ende auf einem 
Glasstab (auf diese Weise erhilt man eine gréBtmégliche Oberfliiche bei 
kleinstméglicher Schichtdicke) !/, Stunde bei Zimmertemperatur liegen. Dann 
wird abermals kriftig umgeschiittelt, 10°/,ige H,SO, zugesetzt bis der 
Indicator tiber Gelb wieder in einen rétlichen Ton umschligt, und mit 
(NH,),SO, gesittigt. Der Zusatz des Ammoniumsulfats hat 3 Aufgaben zu 
erfiillen: 1. EiweiBstoffe u. dergl. auszufillen, 2. das pq zu regulieren und 
3. die Intensitit der nach Zusatz von Eisenreagens auftretenden Farbe zu 
steigern. Zum SchluB gibt man 7—10 Tropfen halbgesittigte Eisenammoniak- 
alaunlésung zu und schiittelt abermals um. Die Starke der erhaltenen 
Griinfirbung wird schiitzungsweise bestimmt. Folgende Gradierung wurde 
verwendet: 

Keine Griinfirbung ... . a ee = 


Eben wahrnehmbare Grinfarbung Bada ee 

Deutliche, aber sehr schwache Grinfirbung . Spur 

Schwache Griinfirbung .......... (+) 

Deutliche Griinfirbung .......... oa 

Starke Griinfirbumg ..........-6-. ++ 

Sehr starke Griinfirbung. ......... ++ und mehr. 


Herstellung von Rattennierenenzym (RNE): Ratten werden durch 
Ather getétet und die Nieren sofort herausgenommen , von Fett und Blut 
mdglichst weitgehend befreit und in 0,5°/,ige Kaliumacetatlésung*) gebracht 
und gewogen. In dieser Lésung verbleiben sie etwa '/, Stunde. Daun wird 
die Fliissigkeit abgegossen. Die Nieren werden nun mit frischem Kalium- 
acetat auf einem Stiick diinner Sackleinwand (sildepose), das tiber einer 
Keibschale ausgespannt ist, verrieben. Auf diese Weise gelingt es sehr 
schnell und einfach, eine ziemlich gleichmiéBige und feine Verteilung zu 
erzielen. Die erhaltene Suspension wird 20 Minuten lang bei 3000 bis 
3500 U/Min. zentrifugiert, die Fliissigkeit abgegossen, der Bodensatz 
noch 1mal mit Kaliumacetatlésung verriihrt und nochmals zentrifugiert. 


*) Inzwischen hat stud. med. Thoralf Gamnes im hiesigen Institut 
vefunden, daB eine 0,5°/,ige KHCO,-Lésung noch besser geeignet ist. 
8 * 
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Nun ist das ,,.Enzym“ gebrauchsfertig. Es l]aéBt sich in ihnlicher Weig: 


aufbewahren wie die Bakterien, nur geht seine Aktivitit viel schneller yey. Kon 
loren. Es wird von selbst beim Stehen sauer. Inaktivierung tritt ein, sohalj éP. 
ein pH von 6 erreicht wird. | PL 
Die Bestimmung des d-PAs, geschieht ganz analog der oben fiir |-P 
beschriebenen Methode. Es erwies sich als giinstig, bei der Herstellung -P: 


der endlichen Suspension eine dem Gewicht der Nieren entsprechend 
Menge Kaliumacetatlésung zu verwenden. Es ist dafiir Sorge zu tragen, f 
daB das px der Suspension etwa 8 ist. Starke Verdiinnung inaktiviert da: Rea 
Enzym. Verwendet man weniger Fliissigkeit, bereitet das Abmessen der zur ents 
Reaktion benétigten Menge Enzym Schwierigkeiten. 

Anfangs verwendeten wir bei Proteus eine andere Technik, die iy 0,1° 
unserer ersten Arbeit nachzulesen ist, wo auch unsere ersten Versuche mit 
reinen Lésungen beschrieben sind). Pe Stir 

Versuch 1: 0,25°/, 1-Tyrosin in synthetischem Medium [vg]. Henrik 
sen und Closs’)]. Um das Tyrosin in Lésung zu bringen, war ein Zusatz 
von Alkali notwendig. 

5 Proteusstimme gaben eine ganz schwache Reaktion (Spur). Bei 
2 Stimmen sowie bei Escherichia (3 Stiimme), Morgan II und IV, Aleaii- 
genes, Klebsiella und Pyocyaneus fiel die Reaktion negativ aus. Fine 
1-PA-Lésung gleicher Konzentration hitte mit B. proteus eine sehr starke 
Reaktion geliefert (wenigstens + + +). 

Versuch 2: Zusatz von Pepton. 1 ml 0,1°/, 1-PA in synthetischem 
Medium + 1°/, Pepton (Difco) + 0,5 ml PS (100000 Mill./ml). 

Incubationszeit in Minuten. . 5 10 20 30 60 120 
Stirke der Fe-Reaktion ... + + ++ +4 ++ #++4 


Nach 30 Minuten nahm die Reaktion nicht mehr nennenswert zu. mit 
mie 
eine 





Versuch 38: EinfiuB des px. 
1 ml 0,1°/,, I-PA + 1mi PS. Incubationszeit 30 Minuten. 
po etwa 8 +++ pu etwa 6 (+) po etwal — 
Versuch 4: Normalharn. Zusatz 0,1°/, 1-PA. Die eine Hilfte der 
Probe wurde mit Knochenkohle entfirbt. Aus beiden Proben wurden 
geometrische Verdiinnungsreihen hergestellt. Zu jedem Glas, das 1 ml 
Fliissigkeit enthielt, wurden 0,5 ml PS in Wasser (100000 Mill/mol) gegeben. 
a) Konzentration 0,1°/, 1-PA: 
Incubationszeit in Minuten . . . 10 30 60 
Unbehandelter Harn . + ++ +++ 
Entfirbter Harn . + ++ +++ 
b) Incubationszeit 60 Minuten: 


Konzentration im un- 
behandelten Harn. 0,1°/, 0,05°/, 0,025°/, 0,0125°/, 0,00625°/, 
Stirke der Reaktion . +++ ++ + (+) (Spur) 


Ebenso mit entfirbtem Harn: 

a) 0,1°/, d- baw. 1-PA (1 ml) + 0,5 ml PS (100000 Milli/ml). 
Incubationszeit in Min. 1 38 6 10 15 30 60 120 | 
i — — (Spur) (Spur) (Spur) Fe 
KPA 2... wee (+) BH FE Ft FE FEE FHHt +44 — tir 
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») Incubationszeit 60 Minuten: 
Konz. in °/, 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 0 


d-PA... Spur Spur Spur Spur Spur Spur Spur 
PA... bEERE EEE H+ + (+) Spar 
Kontr. (synth. 
Wiederholung Med. one Zus.) 
IPA... EEE E+E H+ +4 °~«4 (+) - 


Normalharn gab somit eine in spiiteren Versuchen bestitigte schwache 
Reaktion, die etwa 0,0125—0,00625°/, 1-PA im synthetischen Medium 
entspricht. 

Versuch 5: 1ml RNE +2 ml Harn. Dem Ausgangsbarn waren 
0,1°/, d-PA zugezetzt. Geometrische Verdiinnungsreihe. 60 Minuten bei 39”. 
Konzentration in 9, .. . 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 
Stirke der Fe+ + *+-Reaktion +++ 4+ (+) (Spun — — 

Versuch 6: Fillung mit Eisenlésung. 

5 ml d-, d,l- bzw. 1 PA (0,1°/,) in saurem Harn werden mit 10 Tropfen 
halbgesiittigter Eisenammoniakalaunlésung und 4 ml m/10-Na,CO, versetzt 
und yon dem Niederschlag abfiltriert. Zum Vergleich werden 5 ml der 
urspriinglichen Loésung mit 4 Mol Wasser verdiinnt. 


Mit Fiillung Ohne Fillung 

d 1*) d | 
0.1% d-PA . .. +++ Spur ++ Spur 
0,1°/, dI-PA . . +4 ++ + ++ 
0,17, -PA ... — +++ — +++ 


Bei spiiteren Versuchen wurde der Harn nach Zusatz der Eisenlésung 
mit n-NaOH alkalisch gemacht. Dadurch wird zu starke Verdiinnung ver- 
mieden. Durch Fe+*+* werden unter anderem Phosphate ausgefillt, die 
einen stérenden EinfluB auf die Reaktion auszuiiben scheinen. 


Versuch 7: d 
a) 1 ml Serum + 0,1 ml 0,19, I-PA . .. 2... + 
in » +68 » O24, @PA oe 
ty,» wo» FOB » O% -« Soe 
1 ? ” +> 0,3 ” 0,1°/o 9 Shee (+) 
1 ,, ” + 0,4 ,, 0,1°/, ” eh eae 8 + ; 
b) 2ml 0,9°/,ige NaCl-Lésung neutral + 0,2 ml 1°’, 1-PA 
in 0,9°%/,iger NaCl. .... tee eee = 
2 ml 0,9°/,ige NaCl-Lésung neutral: a 0,2 - 1), d-PA 
in 0,9°/,iger NaCl... . . . Spur ++ 
3 ml defibriniertes Blut + 0,3 - 1»), l- PA i in 0, 90 jiger 
NaCl-Lésung . . - t+ oa 
3 ml defibriniertes Blut + 0, 3 wl Me d- PA i in 0 9 “P oige 
NaCl-Lésung .. . aor — + 
1 ml Serum + 0,1 ml 1), i PA. ox in 1 0,9 * jiger ++ _ 
1 ml Serum + 0,1 ml 1°), d-PA . NaCl- Lésung ~- “+ 
" Hier und in den folgenden Versuchen bedeutet: d = Stiirke der 


Me+*++-Reaktion nach Umsetzung mit RNE; | = Stiirke der Fe+ +*-Reak- 
tion nach Umsetzung mit PS. 
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Versuch 8: Phenylmilchsiure. 
0,1°/,iges d- und 1-PA werden mit NaNO, + H,SO, umgesetzt. 
Vor der Umsetzung Nach der Umsetzun 
d l d _ 


ee eee or. + aa 
rr — — ‘ 


Uber diese Versuche soll spiter eingehender berichtet werden. 


Versuch 9: Priifung von ]-PA mit RNE und von d-PA mit PS. 


d ] 
2°/, 1-PA synthetisch (Schuchardt). . ..... 0.0 ++ 
2 0/° » 1-PA [Hoffmann-La Roche*)]. . . cs -_ 
0, $25 9/ /, 1-PA aus Eiwei8 (Frinkel & land ~ ja 
- ue 1-PA aus EiweiB (Frinkel & Landau). ... + 
2°/, d-PA synthetisch (Schuchardt). . . . . +++ 
1 65 °/) d-PA synthetisch (Hoffmann-La Roe he) . +++ 


Versuch 10: 1g 1-PA in 1000 ml synthetischem Medium. 48 Stunden & 


im Brutschrank bei 37° unter Zuleiten von Sauerstoff. Nach Ansiiuem 


wird ausgeithert, die Atherlésung im Stickstoffstrom abgedampft und der § 


Riickstand aus Benzol umkrystallisiert. Nach 1maligem Umkrystallisieren 


lag der Schmelzpunkt bei 155°. Die gebildete atherlésliche Substanz ist ¥ 


demnach Phenylbrenztraubensiure. 
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Ww be 


*) Fiir die freundliche Uberlassung der Praparate von d- und |-Pheny|- | 


alanin danken wir der Firma Hoffmann-La Roche & Co., A.-G., Basel. 
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fiber das Vorkommen von 1-Phenylalanin in Harn und Blut 
bei Imbecillitas phenylpyrouvica. 


Von 


Asbjérn Félling und Karl Closs. 


(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinerhdiskole, Oslo, Norge.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1938.) 


Bei der Ausarbeitung einer Bestimmungsmethode fiir Phenyl- 
alanin in biologischen Fliissigkeiten [vgl. die vorhergehende Arbeit 
von Closs und Henriksen!)] hatte es sich gezeigt, daB der Harn 
von Normalpersonen bei gemischter Kost Spuren von 1-Phenyl- 
alauin enthalt. Die Menge entspricht schiitzungsweise 0,00625 bis 
0,0125°/, 1-PA, d.h. PA wird in demselben Verhiltnis zu den 
iibrigen Aminosiuren ausgeschieden, in dem es in der Nahrung 
vorliegt (etwa 3—4°/, der Gesamtmenge). Auch im Harn von 
Kaninchen und Ratten konnten normalerweise Spuren von 1-PA 
nachgewiesen werden. 

Im Serum von Normalpersonen findet sich nur dann I-PA, 
wenn die Betreffenden mit Phenylalanin oder Eiweif (Casein) 
belastet wurden. Sobald die Belastung eine gewisse Grenze iiber- 
schreitet, tritt 1-PA auBer im Blute auch im Harn vermehrt auf. 

Im Harn von 4 Kranken mit Imbecillitas phenylpyrouvica 
‘Félling?)] wurde 1-PA in gesteigerter Menge vorgefunden, und 
das Serum zweier derartiger Kranker enthielt deutlich nachweis- 
hare Mengen 1-PA. 

d-PA wird nur nach Eingabe von d-PA im Harn vorgefunden. 
Kine d-PA-Reaktion kann jedoch durch Phenylmilchsiure vor- 
vetiiuscht werden, die deshalb stets durch Atherextraktion zu ent- 
lernen ist, ehe man auf d-PA priift. 

Wir hatten den Eindruck, daB das Serum unserer Kranken 
mit dem Kisenreagens eine ganz schwache Farbe gab, die jedoch 
sofort wieder verschwand. Jervis‘) gelang es durch Extrahieren 
einer gréBeren Blutprobe mit Ather nachzuweisen, da® wirklich 
Spuren von Phenylbrenztraubensiure im Blute dieser Kranken 
vorhanden sind. 
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Auch den Harn von Eltern einiger Imbezillen des genannte, 
T'ypus haben wir auf Phenylbrenztraubensiure und Phenylalani; 
gepriift. Mit unserem Hisenreagens lieB sich keine Phenylbrenz. 
traubensiure nachweisen. Was das |-PA betrifft, hatten wir de) 
Kindruck, daB die vorhandene Menge méglicherweise etwas gribe 
war als im Harn von Normalpersonen. Der Unterschied war «je 
allenfalls so klein, da& hier nur eine einigermaBen quantitative: 
Bestimmung zum Ziele fiihren kénnte. Leider verfiigen wir ny 
iiber eine sehr bescheidene Zahl derartiger Eltern, und auch \o 
diesen ist es nicht leicht, sich Proben zu verschaffen. Av 


diesem Grunde sind wir beziiglich dieses Punktes noch nichtf 


viel weiter gekommen. 
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Die Aktivierung von Gewebsphosphatasen durch Magnesium. 
Von 
Kramadhati Venkata Giri. 





(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1938.) 


Seitdem Erdtmann*®) als erster die Aktivierung von Phos- 
phatase durch Magnesium gezeigt hat, ist in verschiedenen Arbeiten 
yersucht worden, diesen Vorgang theoretisch oder empirisch zu 
erkliren. Erdtmann erérterte folgende 3 Méglichkeiten fiir die 
Aktivierung der Nierenphosphatase durch Magnesium: 1. das 
Magnesium schiitzt das Enzym vor Selbstzerstérung; 2. der Akti- 
yvator hat eine gréBere Affinitit zum gebildeten anorganischen 
Phosphat als das Enzym und verhindert dadurch dessen Inakti- 
vierung durch Phosphat; 3. der Aktivator verhindert durch seine 
créBere Affinitat zum Enzym dessen Inaktivierung durch Bindung 
an das gebildete Phosphat. Von diesen 3 Méglichkeiten geniigte 
nach Erdtmann am ehesten die dritte zur Erklirung der experi- 
mentellen Beobachtungen. Jenner und Kay’) erweiterten Erdt- 
manns Befunde hinsichtlich der Nierenphosphatase und fanden, 
da8 Magnesium bereits sehr friih bei Zusatz des Enzyms schon 
deutlich wirkt, also ehe eine meBbare Phosphatkonzentration vor- 
handen war, und daB die Spaltung durch Zusatz anorganischen 
Phosphates weder mit noch ohne Magnesiumzusatz beeinfluBt 
wurde. Sie sahen deshalb die Magnesiumwirkung weniger in einem 
Schutz des Enzyms vor der Phosphathemmung, als in der Bildung 
eines aktiveren Enzym—Magnesium-Komplexes. Holmberg’) hatte 
dagegen keinen aktivierenden EKinfluB des Magnesiums auf die 
Anfangsspaltung von Glycerinphosphat durch gereinigte Darm- 
phosphatase gefunden, was wieder fiir eine Magnesiumwirkung im 
Sinne Erdtmanns sprach, Hommer berg’) fand Knochenphospha- 
tase im Gegensatz zur Nierenphosphatase durch Magnesium nicht 
aktivierbar, ein Befund, der von Jenner und Kay nicht bestitigt 
werden konnte. Spiter stellte Hommerberg®) fest, dab Magnesium- 
chlorid in niedrigen Konzentrationen selbst die Hydrolyse von 
Phenylphosphat und Glycerinphosphat katalysiert und sah in der 
Magnesiumaktivierung des Enzyms nur eine Summierung beider 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 9 
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Einzelwirkungen. Die Phosphatase aus Knorpel ist nach Kuwa- 
bara) nicht durch Magnesium, sondern durch Calcium aktivierbar, 
Belfanti, Contardi und Ercoli’) nehmen als Aktivierungsmodus 
die Bildung eines Enzym—Magnesium-Komplexes an, der sich mit 
dem Substrat verbindet, dieses spaltet, und aus dem das Magnesium 
durch Phosphat nicht entfernt werden kann. Bamann, Riede| 
und Diederichs}) haben die aktivierende Wirkung des Magnesiums 
auf durch verschiedene Aufarbeitung erhaltene Gewebsextrakte 
studiert und fanden bei schneller Extraktion eine stiirkere Magnesium- 
wirkung. Sie hielten deshalb die Lyo-Phosphatase fiir aktivierbarer 
als die Desmo-Phosphatase. Sie zeigten ferner, daB die Aktivier- 
barkeit der Phosphatasen durch Magnesium der Gréfe_ ihrer 
kolloidalen Traiger umgekehrt proportional ist. Bodansky) fand 
an dialysierten Nieren- und Darmphosphatasen, daB die Spaltungs- 
geschwindigkeit von Na-f-Glycerophosphat in Gegenwart optimaler 
Konzentrationen von Magnesiumionen und Glykokoll der Phos. 
phatasekonzentration proportional ist. Da in einfachen Extrakten 
aus Niere bzw. Darm die Aminosiurenkonzentration gréBer als 
optimal ist, ist dadurch eine Hemmung der Phosphatase gegeben, 
die nach Bodansky ebenso wie die Phosphathemmung durch 
Dialyse auszuschalten ware. 

Diese verschiedenen Befunde zeigen, daB die Magnesium- 
Aktivierbarkeit der Gewebsphosphatasen von mannigfachen Faktoren 
abhingt. In dieser Arbeit sollen nun Beziehungen zwischen der 
Aktivierbarkeit der Gewebsphosphatasen und der Reinheit bzw. 
dem Alter der Praiparate untersucht werden. 


Versuchsteil. 


Aus Organen vom Schaf unmittelbar nach der Toétung der Tiere ver- 
arbeitet wurden die wirksamen Ausziige durch Extraktion von Aceton—Ather- 
Trockenpulvern mit Toluolwasser bei Zimmertemperatur gewonnen. Die 
Darstellung der Trockenpulver aus Leber, Niere und Hirn, sowie die Be- 
stimmung ihrer Aktivitét sind in einer friiheren Arbeit beschrieben®). Das 
Darmschleimhautpulver wurde aus der Mucosa erhalten, die von der ge- 
reinigten Darmwand mit einem Hornspatel abgekratzt wurde, 100 g Mucosa 
wurden 2mal mit 200 cem Aceton und dann 2mal mit Ather behandelt und 


das so erhaltene Pulver an der Luft zwischen Papier bei Zimmertemperatur | 
getrocknet. Aus 100 g frischer Mucosa wurden 12 g Trockenpulver erhalten. | 


Fiir die Hochdruck-Ultrafiltration wurden Cellophanscheiben Nr. 300 
auf Whatman-Filtrierpapier Nr. 42, 6 em Durchmesser, verwendet. Die 
Cellophanscheiben wurden vor Gebrauch 24 Stunden in Wasser eingeweicht. 
Die Extrakte wurden bei einem Druck von 50 kg/qem filtriert, der auf dem 
Filter verbliebene Riickstand wiederholt mit Wasser gewaschen, vom Filter 
abgeschabt und mit der Waschfliissigkeit auf das alte Volumen gebracht. 
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Die Aktivierung von Gewebsphosphatasen durch Magnesium. 


I. Magnesium-Aktivierung der Nierenphosphatase. 
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10 g Nierenpulver werden mit 100 cem Wasser bei Zimmertemperatur 
94 Stunden extrahiert und filtriert. 20 ccm Filtrat werden fiir die Ultra- 
fltration, 2 cem fiir die Aktivititsmessung verwandt. 


Tabelle 1. 








—— 








Magnesium- Originalextrakt Ultrafiltriertes Enzym 
konzentration - Aktivi one 
| vierun Aktivierun 
m mg P*) | in 9%, 8 mg P in 9, 8 
0 0,243 _ 0,266 — 
0,002 0,291 19,8 0,412 55 








Tab. 1 zeigt, daB im durch Ultrafiltration gereinigten Extrakt die Akti- 
vierbarkeit durch Magnesium erheblich gréBer ist als im urspriinglichen. 


KinfluB des Alterns 
auf die Mg-Aktivierbarkeit der Nierenphosphatase. 
Tabelle 2. 











M¢g- Gealterter Extrakt**) 
Konzentration Pe Real 
Aktivierun 
m mg , in %/, 8 
0 0,194 | - 
0,002 0194 | 0 
0,02 0,194 | 0 








Gealterter Extrakt ultrafiltriert 








Aktivierung 


Aus Tab. 2 ersieht man, daB die Aktivierbarkeit der Nierenphosphatase 
durch das Altern véllig verloren gegangen ist. 
Einflu8 der Extraktionsdauer 

auf die Mg-Aktivierbarkeit der Nierenphosphatase. 


4g Nierenpulver wurden mit 50 cem Toluolwasser einmal 1 Stunde, 


das anderemal 24 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert. 





Enzymextrakt 


Urepriimgl. Bete... «4 + s «+ 
5» + 0,002 m Mg 
_ sy + 0,02 m Mg. 
Uitvatilte. Et... 4 «4s» « 
» + 0,002 m Mg 





Tabelle 3. 
1 Std. Extraktion 
__ || Aktivierung 
>| 
mg | | in °/, 
0,049 oi 0,088 
0,104 | 112 
0,126) = 157 19 
0,048 | ss 0,095 | 
0,091 | 90 0,153 
0,125 | 160 


24 Std. Extraktion 














9 » +0,02m Me. 





*) Hier und weiter unten in 





mg P 


0,200 


| Aktivierung 
in ° 


in 5 


61 
110 


10 cem Reaktionsgemisch nach 1 Stunde 


Spaltung bei 35° freigemachtes Phosphat in mg P. 
**) 15 Tage bei 25° aufgehoben. 
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Tab. 3 zeigt, daB die Phosphatase nach kurzdauernder Extraktion ¢,. 
heblich stirker durch Mg aktivierbar ist als nach langdauernder, und da) 
diese Aktivierbarkeit der kurz extrahierten Phosphatasen durch Ultrafiltratioy 
nicht beeinfluBt wird, wihrend das in den Ausziigen mit langer Extraktions. 
dauer in ausgesprochenem MaB8e der Fall ist. 


II. Magnesium-Aktivierung der Leberphosphatase. 
Wirkung der Ultrafiltration von Leberextrakten 
auf die Mg-Aktivierbarkeit der Phosphatase. 


20 g Lebertrockenpulver mit 200 cem Toluolwasser 2 Tage bei Zimmer. 


temperatur. 40 ccm des gelblich gefiirbten Filtrates wurden zur Ultra — 
filtration, 5cem zur Aktivitiitsmessung verwandt. Die Mg-Aktivierbarkei 


nimmt bei der Leberphosphatase ebenso wie bei der der Niere nach de 


Reinigung durch Ultrafiltration erheblich zu (Tab. 4). Ferner ist aus Tab.4f 


zu ersehen, daB die Aktivitit der Phosphatase im ultrafiltrierten Extrakt 


sicher gréBer ist als im rohen Extrakt. Das zeigt, dab die Bestimmun: §& 
der Phosphataseaktivitét mit den iiblichen Methoden, d.h. nach einfache & 


Extraktion mit Wasser ohne weitere Reinigung, die wahren Aktivitiitswerte de 
Enzyms nicht geben kann. 
/ Tabelle 4. 























Mg- Leberextrakt, roh Leberextrakt, ultrafiltriert 
Konzentration ee i es: me 
Aktivierun Aktivierung 
m mg P in °/ 6 mg P | in °/ 5 
pnee | SCE. Se Tee ee. cae 
0 0,440 | _ 0,481 | _ 
0,0004 0,440 0 0,645 34 
0,0008 0,440 | 0 0,645 34 
0,002 0,453 | 3 0,700 46 
0,004 0,453 3 0,725 | 50 
0,02 0,510 16 0,770 60 


EinfluB der Extraktionszeit 
auf die Mg-Aktivierbarkeit der Leberphosphatase. 


Extrakt JI: 10g Leberpulver mit 100 cem Toluolwasser 11/, Stunden be 


Zimmertemperatur extrahiert und filtriert. 
Extrakt II: Extraktionsdauer 24 Stunden. 
Extrakt III: Extraktionsdauer 96 Stunden. 


Tabelle 5. 





























Extrakt I Extrakt IT Extrakt III 

Extrakt me p | Aktiv.| . p | Aktiv.| ) p | Aktiv. 

8° | in "he 8 in °/ & | in °, 
Rohextrakt........{| 0,054) — |0071| — |oj10] — 
* +0,002m Mg. . | 0,154 185 |] 0,113) 59 | 0118) 7 

‘i +0,02mMg ..| 0,190 252 | 0,183) 89 | 0,148) 34 | 


Ultrafiltr. Extr. . .... . | 0,088 — 
5» + 0,002im Mg | 0,308 271 
» +0,02m Mg. — — 








0,250 100 0,334 130 





0,125; — | 0,147| - | 
0,222 78 | 0,294 100 | 
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Tab. 5 1aBt erkennen, daB die Aktivierbarkeit der Leberphosphatase 
mit der Extraktionsdauer abnimmt. Bei den ultrafiltrierten Extrakten ist 
diese Veriinderung weniger ausgeprigt. Der Unterschied zwischen der 
Aktivierbarkeit der rohen und der der ultrafiltrierten Extrakte ist bei den 
Ausziigen mit langer Extraktionsdauer ausgepriigter. 

Die ultrafiltrablen Verunreinigungen in den Extrakten scheinen 
also fiir die verschiedene Aktivierbarkeit der Phosphatase durch 
Magnesium verantwortlich zu sein. Ferner scheinen die Begleit- 
substanzen in den Extrakten die Aktivitit des Enzyms in einem 
erheblichen Grade zu beeinflussen. Auch aus Tab. 5 ist zu er- 
sehen, daB die Phosphatase in den ultrafiltrierten Extrakten in 


allen Fallen aktiver ist als in den rohen. 


III. Magnesium-Aktivierung der Hirnphosphatase. 
Wirkung der Ultrafiltration von Hirnextrakten 
auf die Mg-Aktivierbarkeit der Phosphatase. 


10 g Hirntrockenpulver mit 100 cem Toluolwasser 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur. 40 ccm Filtrat zur Ultrafiltration, 5 cem zur Aktivitiits- 




















messung. Pabalin 6 
Mg- Hirnextrakt roh Hirnextrakt ultrafiltriert 
Konzentration [ = #&# ®&©»©| ana::. er aia 
| Aktivierung = Aktivierung 
m mg P in °/, mg ft in °/, 
0 0,149 a 0077 uP 
0,002 0184 24 0,200 | 160 








Auch hier nimmt durch die Ultrafiltration die Aktivierbarkeit wie bei 
Leber- und Nierenphosphatase erheblich von 24 auf 160°/, zu. 


IV. Magnesium-Aktivierung der Darmphosphatase. 
Wirkung der Ultrafiltration von Darmschleimhaut- 


extrakten auf die Mg-Aktivierbarkeit der Phosphatase. 


10 g Mucosatrockenpulver mit 100 cem Toluolwasser 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur. 20 cem Filtrat zur Ultrafiltration; 2 ccm zur Aktivitiits- 
messung. Nach Tab. 7 wird die Aktivierbarkeit der Mucosaphosphatase, 


A 


























Tabelle 7. 
Mg- Mucosaextrakt roh Mucosaextrakt ultrafiltriert 
Konzentration as i ce | ie 
| Aktivierung Aktivierung 
m mg P | in 9, mg P | in °/, 
0 0335 | — 0,312 -~ 
0,001 0,350 4,4 0,333 1 
0,01 0,437 | 30 0,438 11 
0410 | 
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im Gegensatz zu den Phosphatasen aus Leber, Niere und Hirn, durch Ujtr, 
filtration nicht geindert. Dies ist wahrscheinlich auf die Abwesenheit 
hemmenden Substanzen im Extrakt zuriickzufiihren. 


Diskussion. 

Die Ergebnisse haben eine praktische Bedeutung fiir ii: 
Bestimmung der Phosphataseaktivitat in Gewebsextrakten. Di: 
Bedeutung der Phosphatasebestimmung fiir verschiedene Krank. 
heiten bedarf keiner Erérterung. Die allgemein gebrauchlich- 
Methode dafiir besteht in einer Extraktion der frischen Gewebe mi: 
Wasser und einer Bestimmung der Extraktwirkung auf Phosph 
siureester in Gegenwart einer optimalen Konzentration + 
Magnesium. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen. dat 
die Phosphataseaktivitat waBriger Gewebeextrakte beeinfluBt wird 
a) von der Extraktionsmethode, b) dem Alter der Praparate. 
Gegenwart oder Abwesenheit von Hemmungsstoffen oder Su)- 
stanzen. die die Magnesium-Aktivierung beeinflussen. Bei der Be- 
guantitativen Verteilung der Phosphatase in Gewebe 
Nieren- und Leberextrakten ist die Aktivitat der Phosphatas< 
nach Ultrafiltration in Gegenwart von Magnesium erheblich grif< 
als in den rohen Extrakten d 
Aktivitat der Phosphatase hangt also von den Verunreinigung 
und Hemmungsstoffen ab, die im Extrakt vor 
gereinigte Ausziige, die weniger fiir die Magnesium-Aktivierunz 
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hat den Vorteil, wirksam zu sein und wenig Zeit zu beanspruchen, 
ohne die Aktivitat der Phosphatase herabzusetzen. Die Ultra- 
filtration sollte deshalb angewandt werden, um die ungiinstigen 
Wirkungen von Verunreinigungen auf die Aktivititsbestimmung 
der Phosphatase auszuschalten. 

Die Ergebnisse haben auch eine theoretische Bedeutung, indem 
sie die Empfindlichkeit der Magnesium-Aktivierung der Phospha- 
tasen deutlich machen, die von der Reinheit der Extrakte, dem 
Alter der Praiparate und der Extraktionsmethode abhangt. In 
Verbindung mit den Beobachtungen anderer Autoren (Bamann, 
Riedel und Diederichs, Bodansky) nétigen diese Ergebnisse, 
lie Wirkung des Magnesiums auf die Phosphatase in einem 
weiteren Zusammenhange zu betrachten als bisher. Insonderheit 
ist der Standpunkt, daB die Magnesium-Aktivierung der Phos- 
phatase unveranderlich sei, iiberholt. 

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse besteht die Méglich- 
keit, daB die Veranderungen im Phosphatasegehalt mancher 
pathologischer Gewebe zum Teil durch Verinderungen in den 
Begleitsubstanzen bedingt sind. Wenn die in in-vitro-Versuchen 
erhaltenen Ergebnisse auf das Geschehen im lebenden Organismus 
anwendbar waren, wiirden sie eine interessante Regulation des 
Organismus fiir seine enzymatischen Prozesse aufzeigen. Ein 
inderes gutes Beispiel fiir ein Enzym, dessen Aktivitét durch 
Begleitsubstanzen reguliert wird, ist das gegens&tzliche Verhalten 
von roher und gereinigter Arginase gegeniiber Oxydations- und 
——— Klein und Ziese!*) fanden, daB gereinigte 

rginase durch Oxydationsmittel wie KMnO,, H,0,, I,, und k,$,0 
toh aktiviert und durch C ‘ystein gehemmt wird. Das rohe Enzym 
lagegen wird durch Cystein aktiviert und durch Oxydationsmittel 
zehemmt. 

In krankhaft verainderten Geweben wird der Ablauf enzy- 
matischer Reaktionen durch die Produkte des gestérten Stoif- 
wechsels und vielleicht auch durch Verinderungen des kolloidalen 
Enzymtrigers erheblich verindert sein. Es wire interessant, die 
oben entwickelte Hypothese im Falle von Verinderungen der 
Phosphatase bei verschiedenen Krankheiten nachzupriifen. Die 
Bedeutung der Begleitsubstanzen fiir die Aktivitat der Enzyme 
in normalen und kranken Geweben ist im Falle der Arginase 
klargestellt. Klein und Ziese?*) haben gezeigt, daB die Aktivitat 
der Arginase vom umgebenden Medium stark beeinfluBt ist. Das 
Verhalten der rohen Extrakte und Suspensionen wurde vollig 
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verschieden befunden von dem des durch Adsorption und Elution 
gereinigten Knzyms. AuBer den oben bereits erwahnten at. 
sachen zeigten sie auch, daB gereinigte Arginase im Gegensatz 
zu manchen Rohpraparaten durch Sauerstoff nicht gehemmt wird. 
Ks ist anzunehmen, daB Verainderungen im Medium, vor allem 
bei malignen Tumoren, einen wesentlichen EinfluB auf die enzy- 
matischen Prozesse im Tumor ausiiben kénnen. 


Kin anderes interessantes Beispiel ist das Verhalten der Blut- 
phosphatase von gesunden und krebskranken Individuen gegen- 
itiber Magnesium-Aktivierung. Nach Kéhler?*) laBt sich die Blut- 
phosphatase bei krebskranken Ratten weniger gleichmaBig durch 
Magnesiumchlorid aktivieren als bei normalen Ratten. Diese 
Befunde wurden von Schoonover und Ely") erweitert, welche 
fanden, daf die Phosphatase aus den Erythrocyten von Krebstrigern 
eine héhere Aktivitiét aufwies als die aus normalen Erythrocyten. 
In Gegenwart aquivalenter Mengen von Magnesiumchlorid zeige: 
beide Sorten Erythrocyten denselben Kinheitszuwachs; der pro- 
zentische Zuwachs war also bei den Krebskranken niedriger. Die 
Autoren nehmen zur Erklarung ihrer Ergebnisse an, daB die 
Krebs-Erythrocyten Organphosphatasen enthalten. Es wiirde daher 
interessieren festzustellen, ob sich die Befunde von Schoonover 
und Ely auch dadurch erkliren lassen, daB die Phosphatase- 
haltigen Extrakte aus beiden Erythrocytensorten verschiedene 
Begleitsubstanzen enthalten, die doch wohl bei der pathologischen 
Veranderung in der Blutzusammensetzung wahrscheinlich auftreten. 


Zusammenfassung. 


Es wird die Aktivierbarkeit der Phosphatasen von Niere, 
Leber, Hirn und Darmschleimhaut durch Magnesium studiert. 
Die Magnesium-Aktivierbarkeit der Phosphatasen aus Niere, Leber 
und Hirn nimmt bei Reinigung der Extrakte durch Ultrafiltration 
zu. Die Extraktionsdauer und das Alter der Priparate sind von 
erheblichem Einflu8 auf die Magnesium-Aktivierbarkeit der Phos- 
phatasen. 

Veriinderungen in der Magnesium-Aktivierbarkeit werden vor 
allem durch Hemmungsstoffe und Verunreinigungen hervorgerufen. 

Die Bedeutung dieser Tatsachen fiir die Bestimmung der 
Phosphataseaktivitét in Geweben und fiir die Verinderungen der 
Phosphataseaktivitit in pathologischen Geweben und Blut werden 
erortert. 
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II. Beziehungen zwischen Vitamin C und Pflanzenphosphatasen. 
Von 
Kramadhati Venkata Giri. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1938.) 


Die Erforschung von Beziehungen des Vitamin C zu enzy. 
matischen Systemen hat in letzter Zeit wachsende Bedeutun 
erlangt, vor allem durch die Bedeutung des Vitamins fiir ver. 
schiedene physiologische Probleme. Das Vorkommen des Vitamin( 
in Pflanzen in hohen Konzentrationen hat natiirlich die Aut 


merksamkeit auf die méglichen biochemischen Beziehungen zwischa 
dem Vitamin und den Enzymen gelenkt. In der ersten Verdftent-& 
lichung dieser Reihe’) wurde der Einflu8 des Vitamin C auf gif 
reinigte Sojabohnenphosphatase untersucht. AuBer der Aktivitiite§ 


hemmung durch Vitamin C—Kupfer wurde gefunden, daB di 


Pyrophosphathydrolyse dadurch weniger beeintriichtigt wurde al —~" 
die des Glycerophosphates. Dieses verschiedene Verhalten wurde ho 
© schit 
Trotz zahlreicher Arbeiten iiber den EinfluB des Vitamin (E der 
auf Enzyme beschiaftigen sich nur wenige mit den Beziehungeq dure 
zwischen Vitamin C und Phosphatase. Euler?) beobachtete, dalf a 
Ascorbinsiure die Aktivitit der Phosphatase aus Schweinedarn§ 
mucosa hemmt. Pfankuch*) fand dagegen, daB weder Glutathio§ 
noch Vitamin C die Aktivitit der Kartoffelphosphatase beeintluit® 
In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, den Hintluif 
von Vitamin C auf die Hydrolyse von Phosphorsiureestern durclf 
Pflanzenphosphatasen allein oder in Gegenwart von Stoffen, dif 


die Oxydation des Vitamins beschleunigen, und von anderelf 


mit dem Unterschied erklart, der zwischen den beiden Substrate 
in ihrer Fahigkeit, das Vitamin C vor Oxydation zu schiitzen, besteht 


*) Eine vorliufige Mittlg. dariiber erschien in der Nature 141, 119 (19338 
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| bei Verwendung von Pyrophosphat als Substrat das Enzym durch 


urd Vitamin C nicht gehemmt wurde, und weiter, daf Pyrophosphat 
atef das Vitamin vor der Oxydation durch minimale Mengen Kupfer 
tehie Schiitzt. Die Versuche lieBen an einen Zusammenhang zwischen 
in der Hemmung der Phosphatase durch das Vitamin und dessen 
noe Curch Kupfer katalysierte Oxydation denken. Die dazu ndétigen 
daig Mlengen Kupfer sind in dem auf die ibliche Weise, durch 
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oxydierenden und reduzierenden Substanzen, sowie von physiologisch 
interessierenden Stoffen iiberhaupt zu untersuchen und ihre 
Wirkungsweise aufzukliren. 


Versuchsteil. 
Bereitung des Enzyms. Aus keimenden Sojabohnen ') (Glycina hispida) 


und gereinigt durch fraktionierte Fiillung des wiibrigen Trockenpulver- 


extraktes mit Acvton, Wiederauflésen der aktiven Fraktion und Fillung 
der Verunreinigungen bei py 5,0 und Dialyse. Die so erhaltenen klaren 
gereinigten Enzymlésungen wurden unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. 

Vitamin C (British-Drug-House-Priparat.) Die wirigen Lisungen 
wurden unmittelbar vor Gebrauch durch Auflésen in 3mal aus Glasgefiiben 
destilliertem Wasser hergestellt und ihr Gehalt an Vitamin durch Titration 


I mit 0,05°/, 2,6-Dichlorophenol-indophenol‘) bestimmt. 


Die Aktivitéit des Enzyms wurde wie friiher') gemessen. Stoffe, deren 


; Kinflu8 auf die Phosphataseaktivitiit gepriift werden sollte, wurden in der 


Substrat-Puffermischung geldst, die sich in einem Wasserbad von 35° + 0,1° 
befand. Alle Lésungen wurden vor dem Zusammengeben auf dieselbe Tempe- 
ratur gebracht, danach die Enzymlésung zugegeben. Das gebildete an- 
organische Phosphat wurde in gemessenen Zeitriumen nach Fiske und 


| Subbarow’”) colorimetrisch bestimmt. In den Versuchen, in denen die Schutz- 
_wirkung einer Substanz auf die Enzymhemmung durch den Vitamin C-Kupfer- 


Komplex gepriift werden sollte, wurde das Kupfer als Kupfersulfat nach 
Zusammengeben aller anderen ReaktionsteiInehmer zur Lésung zugesetzt. 


1. EinfluB des auf verschiedene Weise erhaltenen 


'destillierten Wassers auf die Phosphatasebeeinflussung 


durch Vitamin ©. In der I. Mitteilung wurde gefunden, daf 


Destillation in kupfernen Apparaten, erhaltenen destillierten 
Wasser stets vorhanden”’), Es wird deshalb in einer Versuchs- 
reihe der HinfluB gepriift, den in iblicher Weise gewonnenes 
und aus GlasgefiBen destilliertes Wasser auf die Aktivitiit der 
Phosphatase mit und ohne Zusatz von Vitamin C hat. Die Er- 
gebnisse (Fig. 1) zeigen, daB die Enzymaktivitit vom Vitamin nicht 
beeinfluBt wurde, wenn aus Glasapparaten zweimal destilliertes 
Wasser zur Verwendung kam. In gewohnlichem destilliertem Wasser 
wurde dagegen das Enzym durch das Vitamin gehemmt. 
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Reaktionslésung: 10 cem m/5-Essigsiure—Acetatpuffer (py 5,2); 5 com 
2°%o iges Na-9-Glycerophosphat, 5cem Enzymextrakt. Gesamtvolumen 30 cey, 
bei 35 + 0,1°. Vitamin C 5 mg im Gesamtvolumen, Cu als CuSO,, 0,051 mg 
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Fig. 1. hai 
Einflu8 des Vitamin C auf Phosphatase-Wirksamkeit mit und ohne Cu-Zusatz in Wasser © 
von verschiedenem Reinheitsgrad. 
1 ©—~—~©® In Glas destilliertes Wasser rAd PA 
2 e——s Gewohnlich destilliertes Wasser 0.01 
3 x———x In Glas destilliertes Wasser + 5 mg Vitamin C 
4 A——Z, Gewohnlich destilliertes Wasser + 5 mg Vitamin C 
5 [e)—-—[*] In Glas destilliertes Wasser + 0,051 mg Cu in 10 ccm 
6 O——O© In Glas destilliertes Wasser + 0,051 mg Cu in 10 ccm + 5 mg Vitamin C. 


2. Die Wirkung des Kupfers auf die Phosphatase- 
Wirkung des Vitamins. Da die Ergebnisse aus Fig. 1 nahe- 
legen, daB den im gewohnlichen destillierten Wasser vorhandenen 
Hisen- und Kupferspuren, die die Oxydation der aufgelésten 
Ascorbinsiure katalysieren [Kellie und Zilva’), Mawson )] eine 
besondere Bedeutung bei der Ascorbinsiurehemmung der Phos- 
phatase zukommt, wurden Versuche angestellt, um Zusammenhinge 
zwischen der Oxydation des Vitamins und seiner Wirkung aut 
die Phosphataseaktivitit zu priifen. Die Oxydation des Vitamins 
in den Ansitzen wurde durch Titration mit dem Indophenolreagens 
verfolgt. Man sieht aus Tab. I und Fig. 1, daB Kupfersulfat in 
Konzentrationen, die fiir sich keinen Einflu8 auf die Phosphatase- 
aktivitit ausiiben, die Phosphatase in Gegenwart des Vitamins : 
stark hemmt. Die Fig. 2a und 2b, sowie Tab. I zeigen, daB diese = + 
Hemmung der Oxydation der Ascorbinsiure parallel geht. : 
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Tabelle I. 

Reaktionslésung: 10 ccm m/5-Essigsiure—Acetatpuffer (py 5,2); 10 cem 
2° ige Na-6-Glycerophosphatlésung; 5 cem Enzymlésung; 5 mg Vitamin C; 
0,013 mg Kupfersulfat in 10 cem Reaktionslésung. Gesamtvolumen 50 ccm. 






























as Glas-dest.] Glas-dest. Wasser | Gewohnl. dest. Wasser | Glas-dest. Wasser 
Zeit Wasser + Vitamin C + Vitamin C +- Vitamin C + Cu 





15’| 0,154 0,154 0,111 0,040 
30} 0,800 0,296 0,174 0,040 
60'| 0,444 0,444 0,184 0,040 
120’ — 0,738 0,236 — 
Vitamin C in 5cem Reaktionslésung, in cem 0,05°/, igen Indophenolreagens. 
si ~ 2,23 1,15 0,35 

30 -— 2,00 0,82 0,12 

6'} — 1,83 0,42 0,08 

120’ 1,60 0,08 0,06 














Ahnliche Hemmung durch den Vitamin C—Kupfer-Komplex 
ist auch bei anderen Enzymen beobachtet worden; so bei Papain 
‘Maschmann’)], Leberkathepsin[EKuler, Karrer undZehender’)| 
und #-Amylase [Hanes!})], sowie Urease [Edlbacher und Leut- 
hardt?}?)], Andererseits berichten Edlbacher und Leuthardt?), 


Reaktionslésung: 10 cem m/5-Essigsiure—Acetatpuffer (pq 5,2); 10 eem 
2°),ige Na-8-Glycerophosphatlésung; 5 cem Enzymlésung; 5 mg Vitamin C, 


0,013 mg Kupfersulfat in 10 cem Reaktionslésung. Gesamtvolumen 50 ccm. 
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0 30 60 90 120 750 180 210Min 
n Fig. 2a. 

EinfluB von VitaminC auf die Hydrolyse von Pyrophosphat. 
“ i ©)—®© (0,2°,) Pyrophosphat + Enzym 


5 = x——x (0,2°,) Va + » + Vitamin C (5 mg) 
' 3 A, fy (0,2/,) - & o + - C (5 mg) + Cutt 0,013 mg in 10 ccm 
&, 4 e-~-@ (0,2°/,) - + 2 + os C (5 mg) + Cut (0,013 mg in 10 ccm) 


+ GSH (5 mg). 
Gesamtvolumen des Reaktionsgemisches = 50 ccm. 
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daB Arginase durch Ascorbinsiure und Kupfer um 50°/, in ihrer 
Aktivitaét gesteigert wird. 

3. Wirkung der Ascorbinsiure auf die Pyrophosphat- 
hydrolyse. Nach den erhaltenen Ergebnissen sollte man meinen, 
daB sich durch Mittel, die die katalytische Oxydation des Vitamins 
verhindern, die Hemmung der Phosphatase durch das Vitamin 
aufheben lieBe. Friiher wurde gefunden, daB Pyrophosphat das 
Vitamin C gegen die katalytische Oxydation durch Cu stabilisiert® 
sowie, daB die Pyrophosphathydrolyse durch die Cu-Oxydation des 
Vitamins weniger beeinfluBt wird, als die Glycerophosphathydrolyse. 
Es wurden Versuche angestellt, in denen die Pyrophosphat- 
hydrolyse mit und ohneVitaminzusatz mit der erfolgten Oxydation des 
Vitamins verglichen wurde, sowie der EKinflu8 des Glutathion auf das 
System Pyrophosphat—Vitamin—Cu gepriift wurde (Fig. 2a und 2}), 

Reaktionslésung: 20 ccm m/5-Essigsiiure—Acetatpuffer (py 5,2); 10 ccm 


1°/, ige Natriumpyrophosphatlésung; 5 cem Enzymlésung; Gesamtvolumen 
50 cem. 5 mg Glutathion, 5 mg Vitamin C (im Gesamtvolumen), 0,013 mg 


Kupfersulfat in 10 cem Reaktionslésung. 
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Fig. 2b. 
Oxydation von Vitamin C. 
x Pyrophosphat + Enzym + Vitamin C 
L ss + 5; aa és C + Cutt (0,013 mg in 10 cem) 
—-@ ss uss + ow C (0,013 mg in 10 ccm ) + GSH (5 mg) 
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Die Pyrophosphathydrolyse scheint durch den Vitamin C- 
Kupfer-Kkomplex weniger beeinfluBt zu werden als die Hydrolyse 
des Glycerophosphates unter denselben Bedingungen (Fig. 3a 
und 3b). Der Vergleich der beiden Fig. 2b und 3b zeigt weiter, 
daB im Glycerophosphatansatz das Vitamin durch Kupfer schnell 
zerstért wird, wihrend die Oxydation im Pyrophosphatansatz 
langsamer verliuft. Die geringe Hemmung der Phosphatase durch 
den Vitamin—Kupfer-Komplex in Gegenwart von Pyrophosphat ist 








99) Ni 


+ 0 
Glutat 


0,018 I 
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Reaktionslésung: 20 ecm m/5-Essigsiure-Acetatpuffer (py 5,2); 10 cem 
2°, Natriumglycerophosphatlésung; 5cem Enzym; Gesamtvolumen 50 cem. 
Glutathion und Vitamin C, 5mg im Gesamtvolumen; Cu als Kupfersulfat 
at. Bo 013 mg/10 eem Reaktionslésung. 
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Fig. 3a. 
Einflu8 von Vitamin C auf Glycerophosphat (Hydrolyse). 
© (0,4) Na-£-Glycerophosphat + Enzym 
2s x (0,4 >) - +  ,, + Vitamin C (5 mg) 
2, (0,45) se + , + oe C (5 mg) + Cutt (0,013 mg in 
10 ccm) 
$ e---e (0,4%) ™ + 4, + = 5, © (5 mg) +Cut* (0,013 mg in 
10 ccm) + GSH (5 mg) 
Gesamtvolumen des Reaktionsgemisches = 50 ccm. 
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Fig, 3b. 
Oxydation von Vitamin C. 
be x (0,4°/,) Na-f-Glycerophosphat + Vitamin C (5 mg) 
a& L, (0,4) *9 + » C (6mg)+Cut+ (0,013 mg in 10 cem) 
} @---@ (0,4 °/,) - a » CC (5mg)+ Cut + (0,013 mg in 10 ccm) 
) + GSH (5 mg) 


also auf die Stabilisierung des Vitamins durch das Pyrophosphat 
gegen die katalytische Oxydation zuriickzufiihren. 
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4. Der EinfluB des Glutathions auf die Hemmung def aut 


























Glycerophosphathydrolyse durch den Vitamin—Kupfe a 
Komplex. Aus verschiedenen neueren Arbeiten [De Caro uy; : me 
Giani?*), Hopkins und Morgan "4)] ist bekannt, daB Glutathion up) pi 
andere Sulfhydrilverbindungen das Vitamin C vor der katalytischaf \°“ 
Oxydation durch Cu schiitzen. Aus diesem Grunde wurden dig. 
Substanzen in die Versuche einbezogen. Fig. 2a und 3a und Tab. lf 
zeigen, daB sie in der Tat die Phosphatasehemmung durch dy i. 
Vitamin—Kupfer-Komplex sowohl bei der Pyrophosphat- als auc og 
bei der Glycerophosphatspaltung aufheben. . 
er 
Tabelle II. Aus 
Reaktionslésung: 20 cem m/5-Essigsiiure-Acetatpuffer (pq 5,2); 10 cxf = Akt 
2°/, Natriumglycerophosphat; 5 cem Enzym; Gesamtvolumen 50 cem. Cysteir 
2,5 mg-Gesamtvolumen; Cystin 5 mg-Gesamtvolumen; KCN 0,01 m; H,S 2 ew 
gesittigter Lésung/Gesamtvolumen; NaHSO, 0,004 m. 
Se a . Se 2 le 
Reaktionsrcit 60 Minuten | 120 Minute: ferri 
atta lal a volu 
Kaliumcyanid — 
Enzym-Substrat . . . a a 0,222 0,381 | -. 
” ” + Vitamin C- Cu ore ee 0,060 0,070 | Enz. 
‘ , et... 0,200 0,310 | 
a “ Vitamin C + Cu + KCN ; 0,210 0,333 
Schwefelwasserstoff. 
Enzyin-Substrat . . . ae 0,182 0,310 
+ ” +VitaminC+Cu..... 0,060 0,070 
“ » +e... Kee nk on 0,182 0,310 
“ + Vitamin C + Cu +HS.. 0,148 0,270 
Natriumhydrosulfit 
Enzym-Substrat. . . we ee 0,222 0,320 aut 
¥9 % + Vitamin C 4. is san 0,060 0,070 Voi 
, + Na-Hydrosulfit. . . 0,200 0,310 Met 
+ Vitamin C + Cu + N: aHSO, 0,140 0,200 siu 
Cystein Mi: 
ee ee ee 0,381 — phy 
. + Cystein OR tha a6 te 0,400 — Ea 
+ Vitamin C + ae 0,090 -- gg 
+ Vitamin C + Cu + Cy stein 0,400 — Ox" 
Cystin siet 
ee ee ee ee ee 0,182 0,333 Vit 
‘ 4 + VitaminC+Cu..... 0,061 0,071 
1 9 + Cystin. . . 0,182 0,333 
- + Vitamin C + Cu mt C ystin 0,148 0,250 -" 
roth 
Auf 


5. EinfluB von anderen Sulfhydril- und Disulfid ~ -,. 
verbindungen, Kaliumcyanid und Natriumhydrosulfit 
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auf die Phosphatase-hemmende Wirkung des Vitamin C— 
Kupfer-Komplexes. Auch Cystin, Cystein, Schwefelwasserstoff, 
Kaliumcyanid und Natriumhydrosulfit vermindern den Hemmungs- 
effekt des Vitamin C—Kupfer-Komplexes, bzw. heben ihn auf. 
‘Tab. ID). 

6. Die Wirkung von Oxydationsmitteln — Kalium- 
ferricyanid und Methylenblau — auf das Vitamin C— 
Phosphatase-System. Aus Tab. III ersieht man, daf Methylen- 
blau, welches das Vitamin langsam oxydiert, keinen EinfluB auf 
die Ascorbinsiturehemmung hat, wihrend das schnell oxydierende 
Ferricyanid eine deutliche Hemmung im System herbeifiihrt. Das 
Ausma8 der Oxydation des Vitamins scheint also den Grad der 
Aktivititshemmung zu bestimmen. 


Tabelle III. 

Reaktionslésung: 20 cem m/5-Essigsiure—Acetatpuffer (py, 5,2); 10 eem 
2°, Natriumglycerophosphat; 5 eem Enzym; Gesamtvolumen 50 cem. Kalium- 
ferricyanid 0,0004 m; Methylenblau 0,0004 m; Vitamin C 5 mg im Gesamt- 
volumen. 


mg P/10 ccm nach 2 Stunden. 





a ee 0,333 
» -* » a a 0,310 
a - # Portieyemid. . 2. ss se 0,310 

oe es + Vitamin C + Ferricyanid*) . . 0,222 

+ - eo a oe ee re 0,330 

- « QW, 2.0 ss cee es 0,333 

4- - + Methylenblau........ 0,333 

+ * + Vitamin C + Mbh....... 0,333 





7. Der EinfluB enzymatischer Oxydation des Vitamins 
auf den Hemmungseffekt. AuBer durch Kupfer und andere 
Metalle wird die Oxydation des Vitamins auch durch eine Ascorbin- 
siiure-Oxydation katalysiert(/Szent-Gyérgyi’);Tauber, Kleiner, 
Mishkind?")}, Ihr Vorkommen in vielen Pflanzen ist von groBem 
physiologischem Interesse [Kertesz, Dearborn und Mack!?®); 
Johnson und Zilva?’)], Es interessierte uns, ob die enzymatische 
Oxydation der Ascorbinsiure ebenso wie die durch Metalle kataly- 
sierte zu einer Hemmung der Phosphataseaktivitaét durch das 
Vitamin C—Kupfer-System fiihren wiirde. 


*) Wenn zu dieser Liésung Molybdat gegeben wurde, bildete sich ein 
rétlich-brauner Niederschlag, der fiir die P-Bestimmung abfiltriert wurde. 


_ Auf diese Reaktion griindet sich eine sehr empfindliche Probe auf Vitamin C 
)Giri')), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 10 
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Die Ascorbinsiure-Oxydase wurde aus Gurken (Cucumber sativus — 


gewonnen. Die zerkleinerten Friichte wurden durch ein Tuch ausgepreft, 
der frische Saft mit dem gleichen Volumen Aceton versetzt und der Nieder. 
schlag zentrifugiert, in 100 ccm Wasser aufgeschwemmt und die Aceton. 
fillung wiederholt. Der so gewonnene Niederschlag wurde in 20 cem Wasser 
gelést und im Versuch benutzt. In den Ansitzen wurde zugleich mit dey 
Phosphatbestimmungen (Aktivitiitsmessung) die Oxydation des Vitamin 
durch Titration mit Indophenol verfolgt, wie in den_Versuchen 2, 8 und 4, 


Tab. IV zeigt, daB die enzymatische Oxydation der Ascorbin. 
siure ohne EinfluB auf das System Phosphatase—Vitamin C ist, 
Oxydationen in demselben Ausmaf durch Cu katalysiert, fiihrten 


zu starken Hemmungserscheinungen. Ganz entsprechende Resultate 


wurden mit einer anderen Ascorbinsiiure-Oxydase, aus Cucurbita 
maxima, gewonnen. Die Oxydase wurde nach der von Tauber, 
Kleiner und Mishkind?") gegebenen Vorschrift dargestellt. 


Tabelle IV. 


Reaktionslésung: 20 cem m/5-Essigsiure—Acetatpuffer, py 5,2; 10 com 
2°), Natriumglycerophosphatlésung; 5 cem Enzym; Gesamtvolumen 50 cew, 
Vitamin C 5 mg im Gesamtvolumen; Ascorbinsiiure-Oxydase 2 ccm. 

I: Aktivitiiten der Phosphatasen aus Sojabohnen und Gurken. 


II: Aktivitét der Phosphatase aus Sojabohnen. Aktivitiiten in mg P in| 
10 cem Reaktionslésung, nach 1 Stunde Hydrolyse. Vitamin C in 5 cen! 


Reaktionslésung in 0,05°/, reduzierter Indophenollésung. 

















I II 
Phosphatase + Substrat . . . . cee 0,220 0,220 
. + » + Vitamin C. . 0,220 0,220 
a + Vitamin C + Oxy dase 0,465 0,198 
Ascorbinsiure- Oxydase + Substrat (Glycerin) . 0,267 ~- 
Oxydation iis Vitamin C nach Min.: 0 30 60 
Hieasta atase + Substrat - + -aenin BG ke ch 2.3 1,9 1,5 
Phosphatase + Substrat + Vitamin C 2,2 0,30 0 
+ Ascorbinsiiure-Oxydase 











8. Wirkung der Dehydroascorbinsaure auf die Akti- 
vitit der Phosphatase. Dehydroascorbinsiure wurde nach 
Fox und Levy) durch Behandeln von Ascorbinsiureliésunger 
mit Norite gewonnen, welche Holzkohle das Vitamin zu Dehydro- 
ascorbinsiure oxydiert. Norite wurde nach der Vorschrift von 
Roe’) mit Saure gereinigt. Zur Darstellung der Dehydroascorbin- 


siure wurde eine Mischung von 50 ccm 0,1°/,iger Ascorbin- 


siurelésung und 10 ccm Eisessig mit 5 g Kohle geschiittelt un¢ 
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15 Minuten stehen gelassen. Das Filtrat hatte keine reduzierende 
Wirkung mehr. Es wurde mit Soda neutralisiert und als Lésung 
unmittelbar benutzt. Um die Anwesenheit von Dehydroascorbin- 
siure in der Lésung zu priifen, wurden 30 ccm der Lisung mit 
5ccm Hisessig versetzt, 10 Minuten H,S eingeleitet und iiber 
Nacht verschlossen stehen gelassen. Nach Entfernen des iiber- 
schiissigen Schwefelwasserstoffs durch Durchblasen von CO, wurde 
das Filtrat auf reduzierende Wirkung gepriift. Ks wurde nur 
eine geringe Differenz gegeniiber der urspriinglich vorhandenen 
Wirkung festgestellt. 

Aus Tab. V sieht man, daf weder Dehydroascorbinsiure 
noch Dehydroascorbinsiure + Kupfer die Aktivitit der Phos- 
phatase hemmen. 


Tabelle V. 
Reaktionslésung: 20 cem m/5-Essigsiiure—Acetatpuffer, py 5,2; 10 eem 
2°, Natriumglycerophosphat; 5cem Enzym; Gesamtvolumen 50cem. Dehydro- 


~ 





ascorbinsiiure: 10 cem im Gesamtvolumen. Kupfersulfat 0,014 mg/10 ecm 
Lésung. 
hetied P/10 ecm pure nach ..... .. | 2Stdn. | 4 Stdn. 
inane “ abies — ca os 0,308 0,580 
- + " “+ Dehydroascorbinsaure a 0,300 0,552 
- » wie... 0,300 | 0,580 
+ e + Cu + Dehy droascorbins: iiure 0,300 0,552 








Besprechung. 


Aus allen diesen Experimenten geht klar hervor, daf die 
Hemmung der Phosphataseaktivitit durch die von Metallen kata- 
lysierte Oxydation von Vitamin C bedingt wird. Ferner scheint 
das Ausmaf der Oxydation des Vitamins den Grad der Phos- 
phatasehemmung zu bestimmen. So iibt das milde Oxydations- 
mittel Methylenblau nur einen geringen KinfluB auf die Phos- 
phataseaktivitit in Gegenwart des Vitamin C aus. Ferricyanid, 
das das Vitamin schon erheblich schneller oxydiert, hemmt die 


Phosphatase, aber in geringerem MaBe als das die Ascorbinsiiure- 
poxydation sehr stark katalysierende Kupfer. Dagegen beeinfluBt 


lie enzymatische Oxydation des Vitamins bemerkenswerterweise 
‘ie Phosphataseaktivitit nicht. Die Ursache dieses unterschied- 
Dicl hen Verhaltens ist vorerst noch dunkel. 

. Die Oxydation reiner Ascorbinsiure in wifSriger Lisung wird 
ydurch folgende Gleichung dargestellt: 


o Dehydroascorbinsiiure HO. 2,3-Diketo-1-gluconsiure. 
10* 
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Die erste Stufe bendtigt Sauerstoff, die zweite nicht. Da diff 


Phosphataseaktivitat durch das System Dehydroascorbinsiiure- 


Kupfer nicht betroffen wird, muf also die Oxydation des Vitamins § 
der die Phosphatasehemmung beherrschende Vorgang sein. Mitel F 


die den Katalysator (Kupfer) entfernen oder binden, verhinden 
die Oxydation des Vitamins und heben die Hemmung des Enzym: 
auf. Glutathion und andere Thiole und Disulfidverbindungey 
wurden als in diesem Sinne wirksam befunden. Schwefelwasser. 
stoff und Kaliumcyanid wirken ebenfalls durch Bindung de 
_Kupfers. Die SH-Gruppe ist ohne spezielle Bedeutung, dem 


Cystein hat dieselbe Wirkung. 
Es ist nun gut begriindet, daB Beziehungen zwischen ge. 


wissen Knzymen und Oxydations-Reduktionsprozessen in der Zell: f 


bestehen. [Waldschmidt-Leitz und Purr?’); Waldschmitt. 
‘Leitz, Purr und Balls’); Grassmann, Dyckerhoff uni 
Schoenebeck™); Grassmann, Schoenebeck und Eibler*), 
Es wurde gefunden, daB Vitamin C das Oxydoreduktionspotential 


beeintluBt, und daB es reversibel oxydierbar und reduzierbar ist.} 


Ks hat also Beziehungen zur Zellatmung und ist ein wesentliche 
Faktor in der Beherrschung des Gleichgewichtes der SH- uni 
SS-Verbindungen. Die physiologische Funktion des Vitamins ( 


als eines Katalysators der Oxydations- und Reduktionsprozess: | 


ist durch die Entdeckung, daf die Aktivitit mancher intra. 
cellularer Enzyme von der EKinstellung eines bestimmten Redox- 
potentials abhiingt, erkannt worden [Purr?9)]. 

Die vorliegende Arbeit hat die Bedeutung von Vitamin | 
und Glutathion als Enzymregulatoren an den Pflanzenphosphatasen 
gezeigt. 

Kin weiteres interessantes Ergebnis der vorliegenden Arbeit 
ist die Feststellung, daB die Pyrophosphathydrolyse durch de: 
Vitamin C—Kupfer-Komplex viel weniger beeinfluBt ist als di: 
Glycerophosphathydrolyse. Der Unterschied im Verhalten de 
beiden Substrate wurde aufgeklirt durch die Schutzwirkung, di: 
das Pyrophosphat auf das Vitamin ausibt. Man kénnte dara 
denken, daf auch im Gewebe die physiologische Funktion de 
Pyrophosphates in einem Schutz des Vitamins C vor Oxydation 
und damit in einer Regulation der Phosphataseaktivitit besteht. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, daB die Regulation des Phosphat- 
stoffwechsels der Pflanze durch die Einwirkung von Phosphatase, 
Vitamin C und Glutathion, im Sinne der Hydrolyse einerseits und 
der Synthese andererseits, eine physiologische Bedeutung besitzt. 
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Weitere Forschungen miissen den Mechanismus der Vitamin C- 
Kinwirkung auf die Phosphataseaktivitiit aufkliiren, wie es auch 
wiinschenswert erscheint, die tierischen Phosphatasen in diese 


Arbeiten einzubeziehen. 


Zusammenfassung. 


Ks wurde die Wirkung von Vitamin C allein und in Gegen- 
wart physiologisch wichtiger Substanzen auf die enzymatische 
Spaltung von Phosphatverbindungen an gereinigter Phosphatase 
aus keimenden Sojabohnen studiert. Oxydation des Vitamin C 
durch metallische Katalysatoren wie Kupfer oder andere Oxydations- 
mittel hemmt die Phosphataseaktivitit. 

Die Hemmung durch den Vitamin C—Kupfer-Komplex wurde 
villig aufgehoben durch Glutathion, Cystein, Cystin, Schwefel- 
wasserstoff und andere Reduktionsmittel wie Kaliumcyanid und 
Natriumhydrosulfit. 

Die Pyrophosphathydrolyse wird durch den Vitamin C—Cu- 
Komplex weniger gehemmt als die Glycerophosphathydrolyse. 
Der Unterschied beruht auf der Stabilisierung des Vitamins durch 
das Pyrophosphat gegen die katalytische Oxydation. 

Oxydationsmittel wie Kaliumferricyanid hemmen in Gegenwart 
von Vitamin C die Phosphatase. 

Das AusmaB der Oxydation des Vitamins scheint den Grad 
der Enzymhemmung zu bestimmen. Bedingungen, die die Oxydation 
des Vitamins verhindern oder vermindern, verhindern die Hemmung 
oder verringern ihr AusmaB, 

Dehydroascorbinsiure hat weder allein noch in Gegenwart 
von Kupfer Kinflu8 auf die Phosphataseaktivitit, ebensowenig die 
enzymatische Oxydation des Vitamin C. 

Es wurde gezeigt, daB die hemmende Wirkung des Vitamin C 
auf die Anwesenheit von Kupferspuren in Wasser und in den fiir 
die Versuche benutzten Reagentien zuriickzufiihren ist, und daB 
die Gegenwirkung von Thiolen und Disulfidverbindungen auf dem 


‘Schutz des Vitamins vor Oxydation durch Metallkatalysatoren 


beruht. Die entgegengesetzte Wirkung von Vitamin C und Glutathion 


und anderen Verbindungen zeigt eine Méglichkeit, wie im Leben 


(er Pflanze die Wirkungsweise der Phosphatase reguliert sein mag. 


Der Verfasser dankt der Lady Tata Memorial-Stiftung fiir einen 


_ Forschungsbeitrag und Herrn Prof. V. Subrahmanyan fiir sein férderndes 
" Interesse 
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Uber die Ausscheidung von Menthoglykol-glucuronsdure 
durch Kaninchen nach Fiitterung von Citronellal. 


Von 


Richard Kuhn und Irmentraut Liw. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1938.) 


Citral (I) wird vom Kaninchen durch w-Oxydation in die 
Dicarbonsiure I verwandelt. Daneben findet teilweise asymme- 
trische Hydrierung statt, so daB sich im Harn auch die Dihydro- 
dicarbonsiure III findet+). Es war zu erwarten, daB sich die 
letztere in sehr viel besserer Ausbeute werde gewinnen lassen, 
wenn man an Stelle des Citrals gleich die entsprechende Dihydro- 
verbindung, das Citronellal ([V), den Kaninchen verabfolgt. 


H,C 
1 SC=CH—CH,—CH,—C=CH—CHO 
H,07% 
CH, 
HOOC 
II ‘C=CH—CH,—CH, -C=CH—COOH 
sl bir 
i 3 
II C=CH—CH,—CH,—CH—CH,— COOH 
ia bu 
3 
AC . . 
IV C=CH—CH,—CH,—CH—CH,—CHO 
H,C ia 
3 


Dieser Versuch ist bereits mit F. und L. Kéhler ausgefiihrt 
worden. Die erwartete Dihydro-dicarbonsiiure III war aber nicht 


- autzufinden. Dafir lieB sich aus dem Harn in betrichtlicher 


Menge (13 g aus 50g Citronellal) eine schén krystallisierende 
Verbindung vom Schmelzp. 192° gewinnen, deren Aufklirung den 
(segenstand der vorliegenden Mitteilung bildet. 


) R. Kuhn, F. Kohler u. L. Koihler, Diese Z. 242, 171 (1936); 
247, 197 (1987). 
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Die aus Wasser krystallisierte Substanz stellt ein Hydrat 
der Formel C,,H,,0,-H,O dar. Das Krystallwasser entweicht 
unter 0,01 mm bei 135°. Die Farbreaktion mit Naphthoresorciy 


nach B. Tollens?) fallt stark positiv aus (Violettfirbung mit 


griiner Fluorescenz) und zeigt das Vorliegen einer gepaarten 
Glucuronsiure an. Die Bruttoformel ergibt sich durch Addition 
der Formeln des Citronellals und der Glucuronsiiure: C,,H,.0 


+ C,H,,O, = C,,H,,O0,. Um die glykosidische Bindung zu er. 


klaren (durch verdiinnte Sauren findet Hydrolyse statt: Reduktion f 


von Fehlingscher Lésung) mu8 man annehmen, da das Citro. 


nellal zunichst 1 Mol H,O addiert hat und daB bei der Paarung 


an die Glucuronsiure winder 1 Mol H,O abgespalten worden ist. 
In Ubereinstimmung mit dieser Vorstellung hat sich ergeben, daf 
die Doppelbindung des Citronellals verschwunden ist: die aus 
dem Harn isolierte Verbindung nimmt beim Versuch der kataly- 
tischen Hydrierung keinen Wasserstoff auf. Aber auch die Aldehyd. 
gruppe ist verschwunden: weder Fehlingsche Lésung noch 


ammoniakalische Silberlésung werden reduziert, fuchsinschweflige | 


Saure wird nicht gerétet und mit Semicarbazid tritt keine Um- 


setzung ein. Hieraus war zu schlieBen, daB RingschluB im 


Tierkérper eingetreten ist. 


Wir haben nun gefunden, daB man nach Verfittern von 


p-Menthan-3,8-diol (V) an Kaninchen aus dem Harn in sehr 
guter Ausbeute dieselbe Verbindung C,,H,.O, vom Schmelzp. 192° 
isolieren kann, wie nach Verabreichung von Citronellal. Daraus 
folgt, daB es sich um eine p-Menthan-3,8-diol-d-glucuron- 
siure handelt. Durch Einwirkung von Diazomethan 1liBt sich 
diese in den entsprechenden Methylester (Schmelzp. 196,5°) 
verwandeln, der beim Behandeln mit Pyridin-Essigsiureanhydrid 
3 Acetyle aufnimmt. Der p-Menthan-3,8-diol-2’, 3’, 4’-tri- 
acetyl-d-glucuronsiuremethylester stellt farblose Nadeln 
vom Schmelzp. 171—172° dar und enthilt noch eine freie Hydroxy!- 
gruppe. Es ist offenkundig, da8 es sich dabei um das tertiire 
Hydroxyl des Menthoglykols (V) handelt, das sich der Acetylierung 
entzogen hat, wihrend die drei Hydroxylgruppen im Glucuron- 
siiurerest, wie auch in anderen Fallen, glatt verestert worden 
sind. Im freien p-Menthan-3,8-diol laBt sich unter gleichartigen 
Bedingungen die tertiiire Hydroxylgruppe auch nicht acetylieren. 
Es folgt somit, daB die Glucuronsaiure am sekundiren 





*) Ber. chem. Ges. 41, 1788 (1908). 
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Uber die Ausscheidung von Menthoglykol-glucuronsiure usw. 14] 


Hydroxyl haftet, und die aus dem Harn isolierte Verbindung 
die Konstitution VI besitzt. 





CH, CH, 
cH bu pew. 
H CH HC CH, H igh wed 
on . i oe - -C—COOH 
Vuc CHOH 4H,C CH7 | 
Pal Nagi H OHH H 
CH CH 
| | 
C—OH C—OH 
, i 
H,@ CH, H,C CH, VI 


Nach Ph. Barbier und G. Leser?) geht Citronellal durch 
Kinwirkung von 5°/,iger Schwefelsiure in p-Menthan-3,8-diol (V) 
iiber. Wir haben festgestellt, daB diese Umwandlung auch schon 
durch 0,5 °/,ige Salzsiiure bei 37° im Laufe von 48 Stunden recht 
clatt eintritt. Das Ergebnis des Tierversuchs findet damit eine 
ganz einfache Erklirung: der Ringschlu8 erfolgt schon im Magen. 


Beschreibung der Versuche. 


Das Citronellal (Schimmel & Co., Siedep. 89—90°/12 mm, d?? = 0,8677, 
(«)’ = + 9,5°) wurde den Kaninchen 2 mal tiiglich in Mengen bis zu 5g 
in Wasser emulgiert, mit der Schlundsonde gegeben und im allgemeinen 
gut vertragen. Nach Beendigung der Fiitterung wurde der Harn noch 
2 Tage gesammelt. Der Harn (1700 cem nach Verabfolgung von insgesamt 
75 g Citronellal an 2 Kaninchen von je 3kg im Laufe von 6 Tagen) wurde 
mit etwa 100 g Aluminiumoxyd verrithrt und vom Klirmittel abgesaugt. 
Hierauf gaben wir gesiittigtes Barytwasser zu, solange noch ein Nieder- 
schlag fiel, und fillten das Filtrat mit der eben erforderlichen Menge Blei- 
essig. Die Bleifillung wurde in kaltem Wasser aufgeschlimmt und H,S 
eingeleitet. Zuletzt wurde kurz aufgekocht und das abgesaugte Bleisulfid 
2—3 mal mit etwas heifem Wasser gewaschen. Das Filtrat engten wir 
unter 20mm auf etwa 150 ccm ein und stellten in den Eisschrank. Die 
p-Menthan-3,8-diol-glucuronsiiure schied sich in weiBen, biischelig ver- 
einigten Nidelehen ab. Ausbeute 7 g. In weiteren Versuchen wurden aus 
0 g Citronellal 18g und aus 40g Citronellal 7,3 g der gepaarten Glucuron- 


‘siure erhalten. Zur Analyse haben wir aus siedendem Wasser umkrystalli- 
‘siert und tiber P,O, unter 15 mm getrocknet. Schmelzp. 192° (k. Th., unter 


Zers.). Die so gewonnene Substanz ist ein Monohydrat. 


4,035 mg Subst.: 7,71 mg CO,, 2,93 mg H,0O. 


C,,H,,O,-H,O (866,2) Ber. C 52,48 HH 8,25 Aqu.-Gew. 366 
Gef. ,, 52,11 ,, 8,12 ‘ 361. 


*) C. r. Acad. Sei. 124, 1309 (1897). 









142 Richard Kuhn und Irmentraut Léw, 


Fir das Drehungsvermégen ergab sich: 
[a]}2> = (—0,61° x 106): (2,01 x 2) = — 15,2° (Alkohol), 
(aj? = (—0,51° x 100): (2,01 x 2) = — 12,7° (Alkohol, nach 20 Stdn.). 
[a]2> = (— 0,18° x 100): (2,106 x 2) = — 4,3° (0,8 n-NaOH), 
(ali? = (— 0,34° x 100) : (2,106 x 2) = — 8,1° (0,8n-NaOH, nach 20 Stdn.), 


Die wasserfreie p-Menthan-3,8-diol-glucuronsiure gewinnt man durch 
2 stiindiges Trocknen bei 135° (0,01 mm) iiber P,O,. 

4,24 mg Subst.: 8,56 mg CO,, 3,00 mg H,0. 

C,,H,,0, (848,2) Ber. C 55,14 H8,10 Aqu.-Gew. 348 

Gef. ,, 55,06 ,, 7,91 " 350. 

C-Methyl-Bestimmung. 14,88 mg Subst. mit 5n-CrO, oxydiert: 
3,91 cem n/100-NaOH = 0,91 Mole fliichtige Siure (Essigsiure). 

Prifung auf Lactonring. 490,2 mg Subst. wurden in Methanol! 


gelést und mit 13,4 cem n/10-KOH gegen Phenolphthalein neutralisiert. | 
Hierauf wurden noch 6,6 cem n/10-KOH zugegeben und 2 Stunden im | 


siedenden Wasserbad erhitzt. Zur Riicktitration waren 6,5 cem n/10-HC! 
erforderlich. 

Katalytische Hydrierung. 1,357mg in 2 cem Eisessig mit 5,1 mg 
PtO, nahmen keinen H, auf. 


p-Brom-phenacylester. 0,9002¢ Subst. wurden in 15 cem Methanol | 


mit 25,0 ecm n/10-alkoholischem KOH neutralisiert und mit 1 Tropfen ver- 
diinntem HCl versetzt. Wir gaben die berechnete Menge (0,695 g) p-Brom- 
phenacylbromid zu und erhitzten 1 Stunde im siedenden Wasserbad. Beim 
Anspritzen mit Wasser schied sich der p-Bromphenacylester in farblosen, 
sternférmig angeordneten Nidelchen ab, die aus Methanol umkrystallisiert 
wurden. Schmelzp. 189° (k. Th.). 


3,990, 3,995 mg Subst.: 7,50, 7,54 mg CO,, 2,33, 2,27 mg H,0O. — 
5,46 mg Subst.: 1,88 mg AgBr. 
C,,H;,0,Br, H,O Ber. C 51,32 H 5,93 Br 14,24 
(561,2) Gef. ,, 51,26, 51,40 ,, 6,58, 6,37 ,, 14,62. 


Die bei 135° (0,1 mm) tiber P,O, erhiltliche wasserfreie Verbindung 
zieht aus der Luft sehr rasch Feuchtigkeit an. 


p-Menthan-3,8-diol-d-glucuronsaure-methylester. 1g der Glucuron- 
siure wurde in 5 ccm Methanol gelést und unter Kiihlung mit Eis—Koch- 
salz mit der aus 1,5g Nitrosomethylharnstoff gewonnenen Lisung von 
Diazomethan in Ather versetzt. Ein Teil des Methylesters begann alsbald 
in feinen Nadeln auszufallen. Der Rest schied sich beim Einengen der 
Mutterlauge aus. Durch Umkrystallisieren aus Methanol erhielten wir die 
Substanz in biischelig angeordneten zarten Nidelchen vom Schmelzp. 196,5’ 
(k. Th., teilw. Zers.). Ausbeute 0,6 g. Nach dem Trocknen bei 20° (12 mm, 
P,O,;) enthilt der so gewonnene Methylester noch */,; Mol Krystall-methanol, 
das auch bei 135° (12mm, P,O,, 3 Stunden) nicht entweicht (Gewichts- 
konstanz). 
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3,975 mg Subst.: 8,13 mg CO,, 2,92mg H,O. — 3,723 mg Subst.: 
309 mg AgJ. 
C17H 00) */3 CH30H Ber. C 55,76 H 8,47 OCH, 11,10 
Gef. ,, 55,78 ,, 8,22 » 10,96, 


[a]7° = (— 0,20° x 100) : (1,0 x 2) = — 10,0° (absoluter Athanol). 


Durch lingeres Kochen von 0,5 g Subst. mit 25 cem Wasser (ohne 
RiickfluB), wobei allmiéhlich alles in Lésung ging, lieB sich das Krystall- 
methanol verdringen. Beim Erkalten fiel in watteihnlich verfilzten, sehr 
feinen biegsamen Nadeln der Methylester als Hydrat aus, das sein Krystall- 
wasser bei 135° (12 mm, P,O,;, 1—2 Stunden) abgab. Schmelzp. 193—194° 
(k. Th.). 

3,970 mg Subst.: 8,20 mg CO,, 2,96 mg H,O. — 3,575 mg Subst.: 
245 mg AgJ. 

C,,H;,0, Ber. C 56,31 H 8,56 OCH, 8,55 
Gef. ,, 56,33 , 834 - ,, 9,07. 


p-Menthan-3, 8-diol-2’,3’,4’-triacetyl-d-glucuronsaure-methylester. 
127 mg Methylester-hydrat wurden in 1 cem Essigsiureanhyarid + 5 ccm 
Pyridin gelést und bei 0° 48 Stunden aufbewahrt. Nach wiederholtem Ab- 
dampfen mit absolutem Alkohol wurde aus absolutem Alkohol umkrystalli- 
siert. Wir erhielten 120 mg weiBe Nadeln vom Schmelzp. 171—172° (k. Th.). 


3,470 mg Subst.:' 7,16 mg CO,, 2,29mg H,O. — 3,336 mg Subst.: 
1,99 cem n/100-NaOH. — 3,192 mg Subst.: 1,66 mg AgJ. 


C,sH,,0,, Ber. C 56,51 H 7,45 COCH, 26,48 OCH, 6,35 ° 
(488, 4) Gef. ,, 56,27 ,, 7,38 » 25,66 » 6,87. 


[a]2° = (— 0,52° x 100): (2,6 x 1) = — 20° (Chloroform). 


p-Menthan-3,8-diol. Aus 100 g Citronellal, die nach Ph. Barbier 
und G. Leser’) mit 1000 cem 5°/,iger Schwefelsiure 15 Stunden ge- 
schiittelt wurden, erhielten wir 55g Diol vom Siedep. 143,5—147,5° (12 mm), 
o}}? = (+ 0,20° x 100) : (3,0 x 2) = + 3,3° (absoluter Alkohol) und 11,5 g Diol 
vom Siedep. 147,5—149° (12 mm). Beide Fraktionen stellten zihe, farblose 
Ole dar, die bei lingerem Stehenlassen vollig krystallin erstarrten. Sie 
wurden ohne weitere Reinigung an 2 Kaninchen (insgesamt 65 g, je Tag 
und Tier bis zu 2 mal 5 g) verfiittert. Aus dem Harn erhielten wir 10,6 g 
p-Menthan-3,8-diol-glucuronsiure, Schmelzp. 193°. Mischschmelz- 
punkt mit der aus Citronellal gewonnenen Glucuronsiure vom Schmelz- 
punkt 192° ohne Depression. Auch das Drehungsvermégen war dasselbe. 


[a}Z! = (— 0,30° x 100): (1 x 2,00) = — 15° (Alkohol). 


Einwirkung von ,,Magensalzsaure“ auf Citronellal. 20 g Citro- 
nellal wurden mit 200 cem 0,5 °/,igem HCl 48 Stunden bei 37° geschiittelt. 
Nach dem Aufnehmen in Ather wurde mit verdiinnter Sodalésung und 
Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, verdampft und destilliert. 
Zwischen 148 und 147,5° (12 mm) gingen 12 g p-Menthan-3,8-diol iiber, 
das nach lingerem Stehen durchkrystallisierte. Der im Kolben verbliebene 
Riickstand wog nur 0,6 g. 
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Elektrophoretische Untersuchung an Ovomucoid. 
Von 
Lennart Hesselvik. 


Mit einer Figur im Text. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Uppsala.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1938.) 


Die meisten Glykoproteide besitzen verhiltnismifig stark 
saure Higenschaften. Bei den Chondroproteiden ist der saure 
Charakter wohl sicher durch die Siurenatur der prosthetischen 
Gruppe (Chondroitinschwefelsiure) bedingt. Bei den Mucinen 
und Gewebsmucoiden ist eine analoge Ursache ziemlich wabhr- 
scheinlich 3), 

Das Ovomucoid (und das Seromucoid) unterscheiden sich von 
den tibrigen Glykoproteiden durch ihre Nichtfillbarkeit mit Essig- 
sdure sowie durch das Fehlen der bei anderen Glykoproteiden 
hiufig vorhandenen Kigenschaft, fadenziehende Liésungen zu bilden. 
Bisher scheinen auch keine Anhaltspunkte fiir die Annahme vor- 
zuliegen, daB das Ovomucoid neben dem neutralen Dimannose- 
glucosamin?) eine Kohlenhydratgruppe sauren Charakters besitzt. 

Besonders mit Hinsicht auf diese Verhiltnisse schien es von 
Interesse, die elektrochemischen HKigenschaften dieser Verbindung 
kennenzulernen. Das hat die unten mitgeteilten Versuche iiber 
das elektrophoretische Verhalten des Ovomucoids veranlaBt. 


Darstellung des Ovomucoids. 


Die Darstellung geschah in iiblicher Weise durch Verdiinnen 
von HiihnereiweiB mit dem 3—4fachen Volumen Wasser und 
Fallung der hitzekoagulierbaren EiweiBstoffe bei schwach saurer 
Reaktion (p,, 4,7, Acetatpuffer) in der Wirme (83—4 Stunden aut 
dem kochenden Wasserbad). Das Filtrat wurde eingeengt und 





1) G. Blix, Diese Z. 240, 43 (1936); C.-O. Oldfeldt, Diese Z. 240, 
261 (19386); A. Roche, C. r. Soc. Biol. 120, 1229 (1935). 
*) Vgl. P. A. Levene u. T. Mori, J. of Biol. Chem. 84, 49 (1929). 
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mit Alkohol gefillt. Die erhaltene Fiallung wurde noch 3 mal 
aus Wasser mit Alkohol umgefallt. Das trockne Priparat ent- 
hielt 11,0°/, Stickstoff. Der Glucosamingehalt wurde mit der 
Methode von Elson und Morgan nach Nilsson?) modifiziert 
zu 12,5°/, bestimmt. 





















Elektrophoretische Untersuchung. 


Hierzu wurde der von Tiselius’) kiirzlich beschriebene 
Apparat verwendet, wobei die wandernden Grenzschichten nach 
dem Prinzip der Tépflerschen Schlierenmethode direkt sichtbar 
semacht werden. Zum Versuch diente eine 0,75°/,ige elektro- 
dialysierte Ovomucoidlésung, die iiber Nacht gegen eine gréBere 
Menge Pufferlésung mit einer lonenstirke von 0,1 dialysiert war, 





ark {— Die Elektrophorese erfolgte bei 0° mit einem Potentialgradienten 
ue JB von etwa 7 V/cm. Die Substanz wanderte im elektrischen Feld 
en [— ganz einheitlich (eine einzige scharfe Grenzschicht) und symmetrisch. 
en Die elektrophoretische Beweglichkeit (u) in cm?-volt~!-sek~?-10° 
ire [— bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ist aus ''ab. 1 

_ und der Figur zu ersehen. Aus der Figur ist auch der isoelek- 
on ff trische Punkt der Substanz zu entnehmen, der bei p,, 4,5 liegt. 
° haisientecenhiaminnniein cinta ‘ 
en onl % 
| ~\ 
nN. +2} N% 
r- | ee 
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i | 
uu “FT ) ees 1 
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Tabelle 1. 











; Puffer PH u 
Citrat ........ 2,98 +3,92 
; &§ ae 4,20 + 0,63 
ae he we x 4,61 G81 
: pe 5,22 — 1,22 
eo eee ee 6,85 — 3,50 


) Biochem. Z. 285, 386 (1936). 
*) Trans. Farad. Soc. 33, 524 (19387). 
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Eine andere GréBe, die das elektrophoretische Verhalten dey 
Substanz charakterisiert, ist die Neigung der u—p,-Kurve an 


isoelektrischen Punkt ( ou )’. 
d py 


Aus der Kurve wird diese Konstante zu 1,8 errechnet. 

Zum Vergleich wird unten der fiir den isoelektrischen Punkt 
des Ovomucoids gefundene Wert mit den entsprechenden Werten 
fiir einige andere Glykoproteide sowie fiir Ovalbumin zusammen- 
gestellt. 





Tabelle 2. 








Substanz LP. 
Submaxillarismucin'!) ....... 2,5 
| ee 3,0 
Corneamucoid') ......... 3,8 
a, 3,8 
le a a 4,7 
| a a ae 4,5 


Es zeigt sich also, daB die isoelektrische Reaktion des Ovyo- 
mucoids sehr nahe bei der des Ovalbumins liegt. Das Ovomucoid 
hat demnach nicht den verhiltnismiBig stark sauren Charakter 
wie die tibrigen, bisher untersuchten Glykoproteide. 


') C.-O. Oldfeldt, Diese Z. 240, 249 (1936). 
*) L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Z. 33, 456 (1911). 











Uber die dehydrierende Autoxydation 
und die biologischen Oxydationen”). 


unkt & 
erten & Von 
men- I. Banga, M. Gerendas, K. Laki, G. Papp, E. Porges, F. B. Straub 
und A. Szent-Gyoérgyi. 
Mit 2+8+2+2+41=15 Figuren im Text. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1938.) 
I. Einleitung und Ubersicht. 

Von 
A. Szent-Gyérgyi. 
)yo- Seated 
cold 
kter Fragestellung. 


Wir kennen gegenwirtig aus dem Pflanzen- und Tierreich 
drei weitverbreitete Oxydationssysteme’). Alle drei Systeme 
dienen zur stufenweisen Oxydation des vom Donator abgespal- 
tenen Wasserstoffes. Die Systeme lassen sich in zwei Teile 
zerlegen: 1. in den Teil des Wasserstofftransportes, in dem die 
vom Donator abgegebenen Wasserstotiatome unter stetem Verlust 
der freien Energie durch die Reihe intermediiirer Wasserstoff- 
acceptoren von Substanz zu Substanz iibertragen werden; 2. in 
lie Metall-katalysierte Autoxydation dieses Wasserstoffes. Das 
hierbei in Betracht kommende Metall ist in allen drei Systemen 
an Protein gebunden (Metall-Proteid Warburgs) und hat die 
(Jualitiit eines Fermentes. 

Vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit diesem zweiten Teil 
der Oxydation. 

Die drei Systeme kénnen schematisch folgenderweise dar- 
gestellt werden. 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York. 

1) Ubersicht vgl. A. Szent-Gyérgyi, Studies on biological Oxydation 
and some of its catalysts. J. A. Barth, Leipzig, 1937. 
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I. O,-Cytochromoxydase—Cytochrome a-c-b-Bernsteinsiure 


Dehydrogenase 
II. O,-Polyphenoloxydase ........, Polyphenol <H 
H,O, + Peroxydase. ....... Polyphenol <-Ii 
Ill. O,-Ascorbinsiureoxydase. ...... Ascorbinsiure <-H 
H,O, + Peroxydase-Flavon . .. . Ascorbinsiure <-H 


In dem einen pflanzlichen System ist der letzte Wasserstofi. 
iibertriger, der die H-Atome iibernimmt und dessen H dam 
der metall-katalysierten Autoxydation unterliegt, ein Polyphenol, 
ein Catechol’)-Derivat. In diesem Falle hat das Metallproteid 
den Charakter einer Catechol-Oxydase (Polyphenol - oxydase’, 
Kine analoge Funktion wird im zweiten Pflanzensystem durch 
die Ascorbinsiure eingenommen. In diesem System hat das 
Metallproteid den Charakter einer Ascorbinsiure-Oxydase. Dies 
will sagen, daB das Metallproteid spezifisch die genannten Sub- 
stanzen zu oxydieren vermag. Nach der Auffassung Warburgs 
ist die Rolle des Metalls die, mit dem Sauerstoff zu reagieren, 
diesen zu ,,aktivieren“. Durch den Sauerstoff wird das Metall 
in seine héhere Valenzstufe oxydiert. Dieses oxydierte Metall 
soll dann das Substrat, in diesem Falle den Wasserstoff des 
Catechols oder der Ascorbinsiiure oxydieren. 

Diese beiden Oxydationssysteme, das Polyphenol- und Ascor- 
binsiure-Oxydasesystem sind durch eine Peroxydase ergiinzt, die 
das bei der Oxydation des Polyphenols und der Ascorbinsiiure 
entstandene H,O, zur Oxydation eines zweiten Molekiils dieser 
Substanzen nutzbar macht. Im Ascorbinsiure-System ist als H- 
Ubertriiger zwischen Peroxydase und Ascorbinsiiure ein Phenyl. 
benzopyran (Flavon) eingeschaltet. 

Im dritten auch in tierischen Geweben (z. B. Muskel) vor- 
gefundenen System ist der letzte Wasserstoff Ubertriiger, dessen 
H autoxydiert wird, die Bernsteinsiiure. Dieses System ist durch 
die Kinschaltung einer Serie von Himinen — nach D. Keilin 
Cytochrom genannt — kompliziert. Diese Cytochrome sini 
zwischen QO, und Succinat eingeschaltet. Ihre Stelle und Funktion 
ist noch nicht definity aufgeklirt. Nach der Auffassung War- 
burgs reagiert der molekulare Sauerstoff auch hier zuerst mit 


') = Brenzkatechin in deutscher Bezeichnung. Die urspriingliche 
Bezeichnung des Verf. wird in dieser und den folgenden Arbeiten bei- 
behalten. Die Herausgeber. 





F eine 
FP Oxy! 


| Mar 
F Oxy 
F Strt 
F gato 
schi 
© kan 


| die 


Met 
| Met 
redi 
F ele 
E lieg 
F lich 
| Wi 
mit 
den 


Wa 


die: 
Un 








rstoff. 

dann 
henol, 
roteid 
dase, 
durch 
; das 

Dies 
Sub- 
urgs 
leren, 
letall 
letall 
des 


Scor- 
» die 
sure 
leser 
s H- 


onyl- 


Vor- 
Sell 
urch 
ilin 
sind 
tion 
ar: 

mit 


liche 
bei- 
Pr’. 








‘einem Metallproteid (Atmungsferment, Cytochromoxydase), dessen 
| oxydiertes Metall dann das Cytochrom oxydiert. 
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Dieses Bild der biologischen Oxydation befriedigt nicht sehr. 
Man erwartet bei einem so fundamentalen ProzeB, wie es die 


| Oxydation darstellt, eine gréBere Kinheitlichkeit. Nicht nur die 
'Struktur der drei Systeme ist ungleich, auch die Art der Kataly- 
/ satoren Bernsteinsiure, Catechol, Ascorbinsiure ist derart ver- 
' schieden, daB man sich kaum heterogenere Substanzen vorstellen 
-kann; und wir sind unfihig den Grund anzugeben, warum sich 
die Natur eben dieser Substanzen bedient. 


Aber auch die Deutung der katalytischen Funktion der 


| Metalle bietet besondere Schwierigkeiten. Der O, oxydiert das 
' Metall und hinterlaBt an diesem einen Valenzwechsel. Ebenso 
- reduziert der H das Metall elektronisch. Die Deutung der Reaktion 
' eines Metalls mit H oder O bietet stets Schwierigkeiten. Im vor- 
| liegenden Fall sind die Schwierigkeiten besonders gro’. Wir sind nim- 
| lich unfithig, die oxydierende Wirkung von O, und die reduzierende 


Wirkung des H auf Metall zu erkliren, ohne eine primiire Reaktion 
mit dem Wasser anzunehmen. Reagieren aber H und O primar mit 
dem Wasser, so muB sich die Reaktion zwischen O und H im 
Wasser abspielen und es bleibt fiir das Metall keine Rolle ibrig. 

Diese Schwierigkeiten zeigen, daB unsere Kenntnisse auf 
diesem Gebiete noch unvyollstindig sind, sie haben die vorliegende 
Untersuchung angeregt. 


Ubersicht der Versuche. 


Den Ausgangspunkt unserer Arbeit bildete eine Reaktion, die 
ich friiher beobachtete?): Versetzt man Ascorbinsiiure bei neutraler 
Reaktion mit einem Ferrosalz, so entwickelt sich bald eine violette 
Farbe. Die Farbe entwickelt sich unter Kinwirkung des Sauerstoffes 
wid ist die eines Oxydes des primiren Ferro—Ascorbinsiure-Kom- 
plexes. Er kann durch Zugabe einer geringen Menge von Na,8,O,, 
in die ungefirbte Vorstufe reduziert, durch Umschiitteln an der 
Luft beliebige Male wieder zum farbigen Oxyd oxydiert werden. 

Die Reaktion wird mit gleicher Intensitiit unter einer groBen 
Anzahl gepriifter Substanzen nur durch drei gegeben: Ascorbin- 
siiure, Catechol und Dioxymaleinsiure?). Dies ist aus dem Grunde 


') Diese Z. 225, 168 (1934). 

*) Ahnlich, aber viel weniger intensiv, reagieren noch Cystein, Oxal- 
essigsiiure, Salicylsiiure und Acetylaceton. 
ioppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIY. 11 
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beachtenswert, weil die beiden ersten Substanzen das zentrale Glie) 
der beiden pflanzlichen Oxydationssysteme sind, wihrend Dioxy. 
maleinsiiure ein Oxyd der Bernsteinsiiure darstellt. Man konnte als, 
hoffen, durch diese Reaktion den Schliissel zum Verstiindnis der 
Metall-katalysierten Autoxydation dieser drei Substanzen zu finden, 

Ks wurde daher die genannte Farbreaktion einer Analyse 
unterzogen. Aus Griinden, die spiiter deutlich werden, haben wir 
nicht die urspriinglich beobachtete Fe-Ascorbinsiiure-Reaktion, 
sondern die analoge Reaktion von Catechol mit Fe zum Gegen. 
stande der Untersuchung gewiihlt. Die Reaktion zwischen Kise 
und Catechol wurde bereits durch R.F.Weinland und K. Binder) 
eingehend studiert. Nach diesen Forschern bildet das Fe" mit 
Catechol bei neutraler Reaktion einen ungefirbten Komplex, der 
sich an der Luft mit groBer Geschwindigkeit zu einem gefiirbten 


Ferri-Komplex oxydiert. Dieser letztere hat bei alkalischer Re. & 


aktion eine rote, bei neutraler Reaktion eine violette und Dei 
schwachsaurer Reaktion eine griine Farbe. Der rote und der 
violette Komplex wurden isoliert. Ersterer enthilt auf je ein 
Kisenatom drei Catechol-Molekiile. Wie die genannten Forscher 
richtig erkannt haben, handelt es sich um eine Komplexverbindung 
des Eisens, die in ihrer Struktur den Oxalo-Komplexen oder den 
Blutlaugensalzen analog ist. Das Formelbild des roten Kon- 
plexes Fe(C,H,O,)K,, H,O ist 


P C \7.--- 
0-07 Cc 
Fel!!! rl | 
~~ C. 0 
; B os 








Die violette Komplexverbindung, die sich bei neutraler Re- 
aktion bildet, enthilt nach der Analyse von Weinland uni 
Binder zwei Molekiile Catechol und ein Molekiil Wasser. Wir 
haben uns mit ihr beschiiftigt. 

Die auffallendste Eigenschaft dieser Komplexverbindung ist 
ihre groBe Stabilitiit, d.h. ihre geringe 'Tendenz zur Dissoziation. 
Diese geht aus dem, durch Banga gemessenen Extinktions- 
Koeffizienten der Substanz hervor, der sich auch bei sehr weit- 
gehender Verdiinnung nicht indert. 

Die Grenzwerte der Dissoziation des Komplexes kénnen auch 
aus den Daten von K.Jellinek und H.Gordon?) berechnet werden. 


1) Ber. chem. Ges. 45, 148, 1113 (1912). 
*) Z. physik. Chem. 112, 207 (1924). 
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‘durch Laki und Papp gemessen wurde. 
'negativer als es sich von der Mischung eines Ferrisalzes mit 
| Catechol erwarten lJaBt, ein Umstand, der zeigt, welche tief- 
' oveifende Anderung in der Elektronenstruktur dieser Substanzen 
' durch die Komplexbildung stattgefunden hat. Der Komplex wird 





151 


Dehydrierende Autoxydation und biologische Oxydationen. 


'Nach den Messungen dieser Forscher ist die Konzentration der 
'Fe'-Ionen in neutraler wiBriger Liésung 107?°, 
}Lésung ist die Konzentration noch entsprechend geringer. Nach- 
‘dem sich aber Fe(OH), aus dem Catechol-Komplex weder bei 
‘neutraler noch alkalischer Reaktion abscheidet, ist deutlich, dab 
die Konzentration der Fe"'-Ionen in Lésungen des Komplexes die 
'venannten Werte nicht iberschreitet. 
'neutraler oder alkalischer Reaktion praktisch nicht dissoziiert. 


In alkalischer 


Der Komplex ist also bei 


Die Substanz hat ein gut definiertes Redoxpotential, das 
Dieses Potential ist 


mit Cystein oder Ascorbinsiiure nicht reduziert, obwohl dies nach 
Dies zeigt, daB der 
komplex relativ trig ist, was auch auf seine sehr stabile, gut 
ausbalanzierte Struktur hinweist. 

Diese Stabilitit kann auf Grund der Erfahrungen der 
Komplexchemie gut verstanden werden. Bekanntlich hat Kisen die 
starke Tendenz, sogenannte innermolekulare Komplexe (Chelate, 
Bidentate) zu bilden, d. h. dasselbe Molekiil mit zwei Valenzen zu 
binden. In dieser Bindung ist nun das Eisen, wie auch aus dem 
Formelbild hervorgeht, Glied eines heterocyclischen Ringes ge- 
worden. Derartige Fiinferringe sind sehr stabil. Weniger stabil 
sind Sechserringe. Vierer- oder Siebenerringe werden nicht ge- 
hildet. Das Eisen bildet also derartige Komplexe mit Molekiilen, 
lie zwei komplexbildende Gruppen in entsprechender Entfernung 
im Abstande von 4—5 Atomen enthalten. 

Wie die Messungen von Banga, Laki und Papp zeigen, 
wird das dem Catechol zugesetzte Fe" sogleich gebunden und 
mit groBer Geschwindigkeit zu Fe™' oxydiert. Weil das Fe" sich 
an der Luft nur langsam oxydiert, ist deutlich, da es zu seiner 
Autoxydation durch den Eintritt in den Catechol-Komplex aktiviert 
wurde. Dies hat nichts iiberraschendes an sich, nachdem die 
Komplexchemie viele Verbindungen kennt, in denen an und fiir 
sich stabiles Metall stark autoxydabel ist. 

Die Kenntnis dieser EKinzelprozesse ist zum Verstiindnis der 
metallkatalysierten Autoxydation sehr wichtig. Wird eine Catechol- 
lisung bei neutraler Reaktion mit einem Ferrosalze versetzt, so 
wird hierdurch ihre Autoxydation beschleunigt. Aus den obigen 
i 
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Daten ist deutlich, daB das dem Catechol zugesetzte Fe" zuniichs 
an das Catechol gebunden wird. Dann folgt eine Autoxydatioy 
des komplexgebundenen Kisens. Da aber die Lésung praktisch 
keine Fe'-Ionen enthalt, ergibt sich auch, daB die Oxydation des 
Catechols nicht durch Fe'-Ionen erfolgt, sondern daB sie dure| 
eine intramolekulare Elektronenverschiebung zwischen Fe™ nit 
Catechol zustande kommt. 

Um den ganzen Reaktionscyclus zu verstehen, wurde die 
Reaktion von Fe"-Catechol-Komplex und O, durch K. Laki und 
G. Papp eingehend untersucht. Hierbei zeigte sich, daB die 
Autoxydation des Komplexes durch CO stark hemmbar ist. Das 
AusmaB der Hemmung konnte durch eine Affinitiitskonstante aus- 
gedriickt werden, ein Umstand, der beweist, daB der erste Schritt 
der Reaktion zwischen Komplex und O, aus einer reversiblen 
Bindung des Sauerstoffmolekiils bestehen muf. 
~~ Das O,-Molekiil wird also zuniichst in den Komplex als 
solches eingebaut. Dieser Einbau in den Komplex bedingt an- 
scheinend seine ,,Aktivierung“. Dann folgt eine intramolekulare 
Klektronenverschiebung zwischen O, und dem zentralen Fe'- 
Atom. Wie bereits auseinandergesetzt, folgt hiernach eine Elek- 
tronenverschiebung zwischen Fe und Catechol einerseits und Ie 
und O, anderseits. Die Elektronen des Catechols werden also 
tiber das EKisen auf den Sauerstoff iibertragen. Das Catechol wird 
hierbei sukzessive zu Chinon oxydiert, wiihrend der aufgeladene 
Sauerstoff sich mit dem H* des Wassers zu H,O vereinigt. 

Ks sei erwahnt, daB bereits H. Wieland?) auf diese Méglich- 
keit, den Kinbau des Sauerstofis in den Komplex des Metalls uni 
der zu autoxydierenden Substanz, hingewiesen hat. Wieland 
und W. Franke betonen in ihren ausgedehnten Arbeiten im all- 
gemeinen die Bedeutung der Komplexbildung bei Autoxydations- 
prozessen. Durch diese Komplexbildung soll nach ihnen auch das 
organische Molekil bzw. sein Wasserstoff aktiviert werden. 

Es ist eine interessante Beobachtung von Laki und Pap), 
daB CO oder Sauerstoff mit dem Catechol um das Eisen nicht in 
Konkurrenz treten, daB also durch O, und CO jene koordinative 
Valenz besetzt wird, die durch das Catechol freigelassen wird. 
Ebenso merkwiirdig ist der Befund, daB das Cyan, das auch die 
Autoxydation des Komplexes zu hemmen vermag, nicht mit dem 


) V Conseil de Chimie Solvay, Bruxelles, 1934. (L’oxygéne, ses 
relations chimiques et biologiques, Paris, Gauthier-Villars, 1935.) 
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Sauerstoff, sondern dem Catechol um das Eisen in Konkurrenz 


'tritt. Diese Befunde sind fiir uns sehr wichtig, da sie zeigen, 


daB die 6 koordinativen Valenzen des Eisens nicht gleichwertig 


sind und besondere Affinitiiten haben. 


Die Reaktion C,HOH), + —-0, = C,H,0, +H,0, die nach 


dieser Gleichung eine einfache H-Ubertragung vom Catechol auf 
den Sauerstoff zu sein scheint, 1aBt sich also in eine lange Reihe 


F yon Kinzelreaktionen zerlegen, die zum gro8en Teil intramolekular 
' yerlaufen und bei denen eine H-Ubertragung von Catechol auf O, 
' iiberhaupt nicht stattfindet. 


Einzelreaktionen sind die folgenden: 


1. Dissoziation des Catechols: 
C.H,(OH), =—-> ©,H,0,” + 2H+. 


Die mobilen Wasserstoffatome werden also gleich zu Beginn 
durch Dissoziation an das Wasser abgegeben, wihrend das 
Catechol sich aufladt und als 2wertiges Ion in den Komplex 
tritt. Dies geht aus der Formel von Weinland und Binder 
hervor. . 
2. Bildung des Fe-Catechol-Komplexes durch das 2wertige 
Catechol Anion und das Fett 
2C,H,0,” + Fel! = [ Fem | 4 


3. Bindung des O, durch den Komplex. 


0, + [Fe - (CoH, Oa) = [Fe ™ (CoH 03 T- — 

{, Elektronenverschiebung von Fe" auf O,, wobei das Kisen 
sich zu Fe™ oxydiert. 

5. Elektronenverschiebung vom Catechol auf das Hisen, das 
hierbei wieder zu Fe" reduziert wird. 

6—12. Wiederholt sich 4. und 5. viermal, so sind die zwei 
Catechol-Anionen entladen und _ stabilisieren sich durch Um- 
lagerung der Doppelbindungen zu Chinonen, die durch neue 
Catechol-Molekiile im Komplex ersetzt werden kénnen. Diese 
Fihigkeit des Catechols, sich derart umzulagern, erméglicht ihm 
seine Ladungen abzugeben und als Reduktionsmittel zu wirken. 
Der Sauerstoff vermag die Ladungen unter stufenweiser Auf- 

paltung seiner doppelten Bindung aufzunehmen. Der aufgeladene 
Sanerstoff verbindet sich mit den H-Ionen des Wassers. Nach 
Ubernahme yon zwei Elektronen entspricht also der Sauerstoff 









154 A. Szent-Gyorgyi, 


dem Hydroperoxyd H—O-O-H, nach Ubernahme von vier Elek. 
tronen dem OH’ bzw. H,O. Nachdem Peroxyd sich an LKisey 
bindet und zugesetztes Peroxyd den Fe''-Catechol-Komplex ij 
groBer Geschwindigkeit zu Fe''-Komplex oxydiert, kann erwarte 
werden, daB die O,-Molekiile durch den Komplex erst losgelasse, 
wurden, nachdem sie zu Wasser reduziert sind. Das in diesen 
Wasser enthaltene H stammt aber nicht vom Catechol, sondern 
vom Lésungsmittel. Die eigentliche Oxydoreduktion zwischen 
Catechol und O, besteht nicht aus der Ubertragung von 4, 
sondern aus einer Elektroneniibertragung. 

Ks wurden Methoden von Banga, Laki und Papp wr 
Messung dieser Hinzelprozesse, zur Messung der Geschwindigkeit 
der Oxydation und der Reduktion des Kisens angegeben. 

Ks fragte sich nun, welche EKigenschaften des Catechol. 
Molekiils diese Reaktion bedingt haben. 

Die vergleichende Untersuchung einer groBen Anzahl organi- 
scher und anorganischer Substanzen durch Banga zeigte, dal 
Kisenkomplexe durch eine sehr groBe Anzahl von organischen 
Substanzen gebildet werden, die zwei komplexbildende Gruppen 
in der Entfernung enthalten, die die Bildung eines Fiinfer- oder 
Sechserringes gestattet. Ich méchte die komplexbildende Gruppe 
in zwei Gruppen teilen: 1. in primiire: Carboxyl, enolisches OH, 
aromatisches OH, 2. sekundire: alkoholisches OH und das CO. Die 
primiren treten, nach Abdissoziieren des H mit einer primirenValenz 
in den Komplex. Die sekundiiren werden mit einer Sekundirvalen: 
gebunden. Die Bildung der primiren Gruppen scheint viel stiirker 
zu sein. Alle jene organischen Verbindungen scheinen eine starke 
Neigung zur Komplexbildung zu haben, die im richtigen Abstande 
zwei primiire oder eine primiire und eine sekundire Gruppe 
haben. Kine primire Gruppe allein oder zwei sekundire Gruppen 
haben wenig Neigung zur Komplexbildung. Alle diese Komplexe 
sind reversibel und folgen dem Massenwirkungsgesetz. Die an- 
organischen Komplexbildner kénnen bekanntlich stabile, sogar 
irreversible Komplexe geben, auch wenn sie nur mit einer Valenz 
gebunden werden. 

Ks sei darauf hingewiesen, daf alle drei primiren Kompley- 
bildner, COOH, enolisches OH und aromatisches OH die gleiche 
Struktur: 2>C-—OH haben. 

Die weitere Untersuchung zeigte, daf im Falle rein organi- 
scher Komplexbildner mit der Komplexbildung zugleich auch eine 
Aktivierung des Fe" stattfindet, die dieses Zentralatom stark 
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Laki und Papp zeigten fiir den Citronen- 
siure-F'e-Komplex, daB dessen Autoxydation auch CO-empfindlich 
ist, also &hnlich wie beim Catechol den Einbau des QO, in das 
Komplexmolekiil zur Grundlage hat. Bei rein anorganischen oder 
gemischten Komplexbildnern (wie Glycerinphosphorsiure) werden 
gefunden. 

Die Fiahigkeit, mit Fe Komplexe zu _ bilden wail das Fe 
hierdurch zu aktivieren, wird also von einer groBen Anzahl 
Substanzen mit dem Catechol geteilt. Bei den meisten bleibt 


' aber die Reaktion an diesem Punkte stehen und es folgt kein 


Klektronenaustausch, d. h. keine Autoxydation, des komplex- 
sebundenen Radikals. Es gibt nur wenige Substanzen, die diese 
letztere Reaktion geben, also autoxydabel sind. Untersucht man 


nun die Struktur dieser Substanzen, die ebenso wie das Catechol 


zur raschen dehydrierenden Autoxydation fiaihig sind, so findet 
man, daB diese ebenso wie das Catechol auch zwei primire 


komplexbildende Gruppen haben, ihren Wasserstoff also vor 
der Komplexbildung abzugeben und sich hierbei aufzuladen ver- 
migen. Zuletzt teilen diese Substanzen mit dem Catechol auch 
die Fihigkeit, diese Ladung wieder abzugeben, sich also nach 
Abgabe der Ladung durch einfache Umlagerung der Bindungen 
ohne jede Verschiebung von Wasserstoff) zu stabilisieren. 

Als biologische Katalysatoren kommen natiirlich nur die- 
jenigen Substanzen in Betracht, bei denen die Autoxydation 
reversibel ist, sich die Stabilisierung also durch die Umlagerung 
von Doppelbindungen vollzieht, nachdem die Umlagerung einer 
einfachen C—C-Bindung nur bei Spaltung des Molekiils denkbar ist. 
Dadurch scheidet die Carboxylgruppe als solche zum Zwecke 
biologischer Katalyse aus, denn bei ihr ist eine Umlagerung der 
Valenzen nur bei Spaltung des Molekiils méglich”). 
die in Gegenwart von Fe 


) Als Beispiel sei Oxalsiure angefiihrt, 
Der Gang der Reaktion 


sich an groBer Geschwindigkeit zu CO, oxydiert. 
ist, analog dem Catechol, offenbar der folgende: 

Bildung des Oxalatokomplexes durch das Metall + Oxalat-Anion, dann 
Ubernahme der Ladung des Oxalatradikals durch das Metall bzw. O, und 
ziletzt Stabilisierung des entladenen Radikals durch Umlagerung der Bin- 
dungen: 


0=C—0'— 0=C=0 
| —2e —> 


0=C—0’"— 0=—C=0 


Die eigentliche Oxydation besteht also auch hier nur aus der Uber- 
tragung der Ladung und Umlagerung der C—C-Bindung, die bei der Oxal- 
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Ks blieben also theoretisch nur die di- (oder allgemein Poly. 
Phenole und Dienole als Katalysatoren iibrig. 

Was nun die Phenole anbelangt, so kommen unter diesey 
nur die o-Diphenole in Betracht, weil bei der meta-Stellung sich 
die Doppelbindungen nicht umlagern kénnen und bei der p-Stellung 
die OH-Gruppen zu weit voneinander liegen. Dies fihrt uns algo 
notwendigerweise zum Catechol und zeigt uns, warum diese 
Substanz durch die Natur als zentrale Substanz eines Oxydations. 
systemes gewahlt wurde. 

Was nun die Dienole anbelangt, so vermégen diese sich 
durch einfache Umlagerung der Doppelbindung nur dann 
stabilisieren, wenn die Doppelbindungen nicht konjugiert oder 
kumuliert sind, sondern sie zwischen den beiden vicinalen 
C—OH-Gruppen liegt, wie in der Ascorbinsiiure. Diese Gruppe 
HO—C—R 
HO—C—R 
ganz besondere Vorbedingungen gebunden zu sein. Mir sind nur 
zwei Substanzen bekannt, die diese Gruppe in stabiler Form 
enthalten, die Ascorbinsiiure [und Homologe')] und die Dioxy- 
maleinsiure. Dies fiihrt uns also notwendigerweise zur Ascorbin- 
siure als Katalysator und gibt uns den Grund an, warum die 
Natur diese Substanz, neben dem Catechol, als zentrale Substanz 
eines Atmungssystems gewahlt hat. 

Vergleichen wir nun von diesem Standpunkte die Struktur- 
formel der beiden biologischen Katalysatoren, Catechol und 
Ascorbinséure, so sehen wir, daf sie trotz der verschiedenen 
systematischen Stellung eigentlich identische Substanzen sind, 


ist aber sehr unstabil und ihr Bestehen scheint an 


‘ 


; ‘ — HO—C ' ™ 
da sie beide die Struktur mn | enthalten. Dies erklairt uns 


| 
auch, warum diese beiden Substanzen, zusammen mit der Dioxy- 
maleinsdiure dieselbe Reaktion mit Fe" und O, geben. 
Die Autoxydation des Catechols lieB sich also in eine Reilhe 
von Ejinzelreaktionen zerlegen. Derselbe Reaktionsmechanismus 


siure sehr labil ist. Bei Malonat ist diese Bindung schon stabiler, so dal 
sich diese Substanz nicht autoxydiert. Natiirlich ist die Oxalsiure als 
Katalysator wegen der irreversiblen Art der Umsetzung ungeeignet. 

Es wire von groBem Interesse zu untersuchen, ob die Autoxydation 
des Oxalats zu CO, nicht in umgekehrter Richtung durch die Pflanzen 
ausgefiihrt wird und den ersten Schritt der Photosynthese bildet. 

') Hierher kénnen die nahe verwandte Reductone vy. Eulers ge- 
rechnet werden. 
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‘schien auch bei anderen dehydrierenden Autoxydationen vor- 
‘mliegen. Lassen sich fiir die aufgefundene RegelmaBigkeit noch 
‘weitere Beispiele finden? Das klassische Objekt von Autoxy- 
' dationsstudien, das Sulfit, wurde aus diesem Grunde einer Unter- 
‘suchung unterzogen, seine Oxydation wird ebenfalls durch Metall 
'katalysiert. Diese Autoxydation kann auch als eine dehydrierende 
' Autoxydation aufgefaBt werden, bei der der Wasserstoff ebenfalls 
‘durch Dissoziation, vor der Komplexbildung abgegeben wird. 
‘Hier stabilisiert sich aber das entladene Anion nicht durch eine 
‘Umlagerung der Doppelbindungen, sondern durch eine Valenz- 
-onahme des S-Atoms. 


-messend verfolgte. 





Dehydrierende Autoxydation und biologische Oxydationen. 157 


Ks sollte also gepriift werden, ob sich die Autoxydation des 
Sulfits durch eine der Catecholoxydation analoge Reaktionskette 


 erkliiren lieBe. 


Kine derartige Auffassung steht in guter Ubereinstimmung 


/ mit der alteren Literatur [vgl. A. Titoff!)]. Es wurde friiher an- 
'genommen, daB anwesendes Metall die Oxydation des Sulfits ver- 
 mittelt und daB die Wirkung oxydationshemmender Zusitze auf 
der Bindung des katalysierenden Metalls beruht. 


Diese einfache Erklarungsweise wurde spiiter aufgegeben. Den 


wichtigsten Grund hierzu gaben die Untersuchungen H. L. Beck- 


stréms?), der die Wirkung des Lichtes auf diese Autoxydation 
Er zeigte, daB das Licht die Reaktion be- 
firdert und daf& ein absorbiertes Lichtquant zur Oxydation 
von 10 ~50000 Sulfitmolekiilen fiihren kann. Da 1 Lichtquant 
unmittelbar nur 1 Molekiil zu veraindern vermag, muBte ein ver- 
wickelter Reaktionsmechanismus angenommen werden. Man nahm 
an, daB das Lichtquant, sowie auch das katalysierende Metall 
cine Reaktionskette in Gang setzt. Diese Folgerung findet ihren 
Ausdruck in der Theorie von Haber’); er nimmt an, dai das 
Lichtquant oder das Metall zur Oxydation eines Sulfitmolekiils 
fiiirt. Das Reaktionsprodukt dieser Reaktion ist ein freies 
Radikal, das mit dem Sauerstoff reagiert. Das Produkt dieser 
Autoxydation ist wieder ein freies Radikal, das ein zweites 
Sulfitmolekil zum freien Radikal oxydiert usw. Dieser Cyclus 
soll dann weiter laufen, bis das freie Radikal in irgendeiner 
Weise vernichtet wird. Die Rolle der negativen Katalysatoren 
der Autoxydation wurde durch eine Reaktion erklirt, in der 


') Z, physik. Chem. 45, 641, (1903). 
‘’) Amer. chem. J. 49, 1460 (1927). 


3) Naturw. 


9, 450 (1981). 
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das Radikal vernichtet wird. Der Reaktionscyclus liuft aly 
ohne Metall. Die Metalle sollen nur bei der Einleitung 
Reaktion, bei der oxydativen Bildung des ersten Radikals, init 
wirken. 
























M. Gerendas suchte die Entscheidung zwischen beida 
Theorien durch die Messung der Geschwindigkeit der Oxydatigy 
und der Reduktion der katalytisch wirkenden Fe-Atome 4 
treffen. Wird die gesamte Oxydation durch das Metall ver 
mittelt, so mu die abwechselnde Oxydation und Reduktion de 
Kisens mit einer groBen Geschwindigkeit vor sich gehen, die de 
Autoxydation des Sulfits entspricht. Die Versuche zeigten, daf 
in diesem System die alternative Oxydation und Reduktion de 
Kisens tatsichlich mit einer derartigen Geschwindigkeit vor sicge”® 
gehen, die der gesamten Sauerstoffaufnahme entspricht. Die Ang 
nahme von Radikalketten ist also nicht nur unnétig, sonderg 
steht sogar im Widerspruch zu diesen Versuchen, die zeigen, dal 
die ganze Oxydation iiber das Metall, also nicht iiber Radikal 
ketten, liuft. 


Immerhin kann aber die Radikaltheorie nicht aufgegeber 
werden, bis eine Erklirungsmoglichkeit der Beckstrémschen Vergf, .. 
suche gefunden jst und gezeigt wurde, in welcher Weise ein Licht 
quant zur Oxydation von T'ausenden von Sulfitmolekilen ohn 
Annahme von Radikalketten oder Ketten sonstiger aktivierte 
Molekiile fiihren kann. Diese Frage suchte nun Gerendi 
durch die Untersuchung der Wirkung einer gréSeren Anzahl vo 
zugesetzten Substanzen zu lésen. Er fand, da8 von den viele 
Substanzen, die der Fe- und Cu-haltigen Sulfitlésung zugesetz 
wurden, die meisten die Oxydation hemmen. Dies kann olin 
weiteres durch die Bindung des katalysierenden Metallatomg, 
erklart werden, wie dies bereits Titoff getan hat. 


Wenige Substanzen aber wie das Athylendiamin und da, 
Cyan beférdern die Autoxydation des Sulfits in hohem Mabel, 
obwohl sie selber nicht autoxydabel sind. Fal 


Auf Grund des eingangs angegebenen Reaktionsschemas kanguicl 
dies unschwer erklirt werden. Versetzen wir nimlich die Mischunggles 
von Sulfit und Metall mit einem zweiten Komplexbildner xX, s@len 
wird dieser letztere mit dem Sulfit um das Eisen in Konkurren! 
treten. Besetzt er nun alle Valenzen des Eisens, so muB digfkea 
Autoxydation aufhéren. Besetzt er aber nur einen Teil degted 
Valenzen, so kann sich ein gemischter X-Me-Sulfitkompleg ol 
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iden (Me-Metall). Unsere atomtheoretischen Kenntnisse der 
Komplexbildung sind ungeniigend, um voraussagen zu kénnen, 
je der Eintritt dieses zweiten Radikals die Eigenschaften des 
fe-Sulfitkomplexes beeinflussen wird. In einem Falle mag dieses 
eue Radikal die Bindung des O, oder den Elektronenaustausch 
pwischen O,, Me und Sulfit hemmen, im anderen Falle kénnen 
liese Reaktionen durch das EKintreten des neuen Radikals auch 
rleichtert werden und damit die Autoxydation beférdern. Wie 
Gerendas zeigte, kann sogar ein und dieselbe Substanz die 
‘u-katalysierte Autoxydation beférdern und _ gleichzeitig die 
Fe-katalysierte Autoxydation hemmen. 

Es lieBe sich also denken, daB durch Kinwirkung des Lichtes 
us dem Sulfit eine solche Substanz entsteht, die in den Metall- 
Sulfitkomplex koordinativ eintritt und die Autoxydation foérdert. 
DaS Substanzen, die dem Sulfit selber nahe verwandt sind, der- 
utig wirken kénnen, wurde durch Gerendas schlagend gezeigt: 
cringe Mengen Thiosulfat — obwohl selber nicht autoxy- 
lierbar — steigern die Cu-katalysierte Autoxydation des Sulfits 
in hohen MaBe und der hierbei aufgenommene QO, iiber- 
chreitet um ein Vielfaches die Sauerstoffmengen, die zur Oxy- 
dation des zugesetzten Thiosulfats selbst nétig gewesen wiiren. 
Das Licht kénnte also zur Bildung einer solchen Substanz 
AnlaB geben. Gerendas zeigte, daB das Dithionat, das unter 
Linwirkung des Lichtes aus dem Sulfit tatsiichlich entsteht, die 
Autoxydation seiner Muttersubstanz zu férdern vermag. Die 
Wirkung des Dithionates selbst ist aber zu schwach, um die 
Lichtwirkung zu erkliren. 

Zusammenfassend lat sich also sagen, da’ alle Beob- 
achtungen iiber die Autoxydation des Sulfits sich mit Hilfe der 
beim Catechol erhobenen Beobachtungen in einfacher Weise er- 
tliren lassen. Bei der Autoxydation des Catechols scheint es 
ich nicht um eine Ausnahme zu handeln, sondern eine all- 
semeine Regelmibigkeit zutage zu treten. Und ist dies der 
Fall, so fragt es sich, ob fiir die gefundene RegelmiBigkeit 
cht noch weitere Beispiele zu finden sind. Die Autoxydation 
les Sulfits oder des Catechols sind blo8 Oxydoreduktionen, bei 
lenen O, als Oxydans wirkt. Es fragt sich also, ob derselbe 
bei der Autoxydation des Catechols und Sulfits beobachtete 
Reaktionsmechanismus seine Giiltigkeit auch bei anderen Oxydo- 
teduktionen behialt, wenn an Stelle des Sauerstoffes organische 
Molekiile als Oxydans wirken. 
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DaB Oxydoreduktionen durch Metall katalysiert werden kénnen, 
dariiber waren bereits friiher einige Beispiele bekannt?!). Der Mecha. 
nismus dieser Reaktionen wurde aber nicht naher erforscht. 

Von diesen Bedenken ausgehend hat F.B. Straub die Oxydo. 
reduktion des Methylenblaus und der Ascorbinsiure einem Studium 
unterzogen. Bekanntlich vermag das Vitamin unter gewissen Um- 
stinden den Farbstoff zu reduzieren. 

Straub zeigte, daB zwischen Farbstoff und Vitamin zyei 
verschiedene Oxydoreduktionen méglich sind: Eine unmittelbare 
und eine metallvermittelte. Die unmittelbare Reaktion, die an- 
geregte Farbstoffmolekiile zur Voraussetzung hat, ist eine selir 
schwache. Sie kann durch Belichtung in hohem Mafe gesteigert 
werden. Fiigt man Metall (Cu) zu, so hat dies eine doppelte 
Wirkung. Das Metall tritt mit dem Farbstoff in Verbindung und 
dadurch wird die unmittelbare Reaktion des Farbstoffes still ge- 
legt. An ibre Stelle tritt aber eine sehr intensive neue Oxydo- 
reduktion auf, die durch das Metall vermittelt wird. 

Straub zeigte auch, daB die Autoxydation der Ascorbinsiiure 
sich in verschiedenen Beziehungen der beschriebenen metallkata- 
lysierten Oxydoreduktion analog verhilt, daB die Autoxydation 
also als eine metallvermittelte Oxydoreduktion betrachtet werden 
kann, in der das Methylenblau durch O, ersetzt ist. 

Unsere Untersuchungen beschiftigen sich hauptsichlich mit 
Kisenkomplexen. Die Versuche wurden aber durch Banga auch 
auf das Kupfer ausgedehnt. Dieses Metall verhalt sich in viclen 
Beziehungen dem Eisen ahnlich. Auf einige Unterschiede wird 
von Banga hingewiesen (S. 167). 

Ks sei zum Schlusse betont, daB unsere Untersuchung sicli 
auf die dehydrierende Autoxydation beschrankte. Wahrscheinlich 
haben andere metallkatalysierte Autoxydationen, wie die der Alde- 
hyde, ungesattigter Verbindungen oder des Hypophosphits, einen 
verschiedenen Mechanismus. 

In Erginzung vorliegender Arbeit wurden durch F. B. Straub 
einige Versuche iiber die Ascorbinsiureoxydase ausgefiihrt, deren 
Existenz durch (. G. King’) und Mitarbeiter in Zweifel gezogen 
wurde. Die Versuche haben die Existenz des Fermentes bestitigt. 

1) Reduktion von Methylenblau durch Cystein in Gegenwart von Fe 
vgl. Sh. Toda, Biochem. Z. 172, 34 (1926); Reduktion von Methylenblau 
durch Glutathion, Thioglykolsiure und Cu vgl. D. C. Harrison, Biochemic. 
J. 21, 335 (1927); Schwermetallempfindlichkeit der Reduktion des Mbl. durch 


Fructose und Phosphat vgl. G. Blix, Skand. Arch. Physiol. 50, 8 (1927). 
2) J. of Biol. Chem. 119, 511 (1937). 
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Ausblicke. 


[Im vorhergehenden Abschnitt wurde der Mechanismus der 


Metallkatalyse der Ascorbinsiiure- und Catecholoxydation be- 


sprochen. Es wurde gezeigt, da sowohl O, wie das zu oxy- 


 dierende Molekiil durch das Metallatom zu einem einzigen Molekiil 


koordiniert werden, in dessen Innern sich dann die Elektron- 
yverschiebungen abspielen. Zugleich wurde am Beispiele des Sul- 


fits gezeigt, daB ein drittes Molekiil, das in diesen Komplex hinein- 


koordiniert, die Kigenschaften des Komplexes so beeinflussen kann, 
da8 die Reaktion, die zur Autoxydation fiihrt, beschleunigt wird. 
Besonders N-haltige Substanzen scheinen hierzu geeignet. Aut 
Grund dieser Erfahrungen laBt sich nun die ,,Catecholoxydase“ 
sowie die ,,Ascorbinsiiureoxydase“ wohl verstehen. lhr Wesen 
besteht darin, da8 ein Metallatom Catechol bzw. Ascorbinsiure 
und O, koordinativ bindet und ein spezifisches Protein als ,,drittes 


| Molekiil* in den Komplex eintritt. 


Ich méchte darauf hinweisen, daf der geschilderte Reaktions- 
mechanismus fiir die Zelle einen gewissen Vorteil bedeutet. Wiirde 
die Oxydation nach unserer ilteren Auffassung derart verlaufen, 
dai der O, das Metall, dieses dann in einer zweiten Reaktion 
das Catechol bzw. die Ascorbinsiure oxydiert, so wiirde dies fiir 
die Zelle die Gefahr der Anwesenheit des stark positiven oxy- 
dierten Metalles bedeuten. Nach dem neuen Reaktionsschema ist 
das Metall an und fiir sich gar nicht autoxydabel, wird zur Oxy- 
dation erst durch die andere Komponente, das Catechol oder die 
Ascorbinsiiure, befiihigt. Ks wird also iiberhaupt kein freies oxy- 
diertes Metall gebildet. Das Metall kann sich nur oxydieren, 
wenn schon gesichert ist, daB das Reduktionsmittel anwesend ist, 
und auch dann entsteht nicht das freie oxydierte Metall, sondern 
das nach auBen inaktive komplex-gebundene Metall. Zugleich 
erkliirt dies auch zum Teil, warum diese Fermente so spezifisch 
sind und die Catecholoxydase keine Ascorbinsiure oxydiert und 
vice versa. Wiirde in der Catecholoxydase, der iilteren Auf- 
fassung entsprechend, das Metall direkt durch O, oxydiert, so 
lieSe sich doch schwer verstehen, wieso dieses oxydierte Metall, 
das positiver sein miBte als das Catechol, Ascorbinsiiure gar nicht 
oxydiert. 

Ks wurde auch gezeigt, daB die Autoxydation der untersuchten 
Substanzen bloB ein Spezialfall von Oxydoreduktionen ist, in denen 
H-Atome von der einen Substanz auf eine andere iibertragen 
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werden. In diesem Schema kann der Sauerstoff durch andere 
Oxydantien bzw. H-Acceptoren ersetzt werden. Die Catechol. 
oxydase und die Ascorbinsiureoxydase sind eigentlich Dehydro. 
genasen, die als H-Acceptor Sauerstoff binden und deren Substrat 
die zur H- und Elektron-Abgabe nétige Struktur schon in sich triigt, 
Dies zeitigt die Frage, ob einige der typischen Dehydrogenasey 
keine analogen Metall-Proteide sind, die als Acceptor nur be. 
stimmte organische Substanzen zu binden vermégen. Die zur H. 
und Elektron-Abgabe nétige Struktur miBte hier den Donatoren 
noch durch das Ferment verlichen werden). 


Eine solche Auffassung der Dehydrasen wiirde auch das noch un. 
geléste Problem erkliren, warum der an den meisten Dehydrasen aktivierte 
H nicht autoxydabel ist, obwohl er es nach seinem Potential sein miibte. 
Dies wiire nach der obigen Anschauung verstindlich. Es kann eine Aut 
oxydation nur eintreten, wenn das Metall des Fermentes Sauerstoff zu bindex 
vermag. Zur Bindung des Sauerstoffes wurde das Metall bei der Catechol. 
und Ascorbinsiureoxydation durch die besondere Struktur dieser kompler- 
bildenden Substanzen aktiviert. Es muBte auch angenommen werden, dat! 
diese Fihigkeit, das Metall des Fermentes zur O,-Bindung zu _ befihigen, 
den meisten an Dehydrogenasen aktivierten Substanzen nicht innewohnt. 


1) Z. B. kénnte in den Oxysiiuren eine solche Struktur durch die Enoli- 
sation des Carboxyls erreicht werden: 


R R R R R 
| | | | | 
H-C-OH  C-OH C-0’ C-0'". C=-0 

=: —-_ ' — > FJ lio -te —* 1 4 
HO-C-G HO-C-OH HO-C-0’ HO0-C-0'% HO-C-O 


Im Falle der Bernsteinsiiure miiBten beide Carboxyle enolisieren. Die 
Doppelbindung wiirde sich in diesem Fall nach vollzogener Reduktion 
spontan in die Mitte umlagern. Die Labilitiéit der H-Atome der Bernstein. 
siiure 1iBt so einen Reaktionsmechanismus méglich erscheinen. 


HO—C=0 HO—C—OH HO—C—O' 
| | ! 
H—C—H C—H C—H 
l es | ile | + 2H+ 
H—C—H C—H C—H 
| | | 
HO—C=0O HO—C—OH HO—U_0' 
HO—C—0’ HO—C=0O 
| | 
C—H C—H 
l in “te .» | + Me 
C—H C.-H 
! | 
HO—C—0’ HO—C=0 





hh 


Di 


nl 


SO 
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andere Ob ein Farbstoff durch eine Dehydrogenase reduziert werden kann, 
techol wiirde dann von der Frage abhiingen, ob dieser Farbstoff durch das ge- 
* & j}undene Metallatom koordiniert werden kann. Wie Banga’) zeigte, kénnen 
hydro. ‘nicht alle Dehydrogenasen, z. B. Methylenblau, reduzieren (Hexose- oder 
ubstrat [&% Triosephosphat-Dehydrase des Muskels), 


h triigt, 


































Die Auffassung von Dehydrogenasen als Metallproteide steht 


enasel " a ; * 

| "Bt wit unseren geliufigen Auffassungen im Widerspruch. Bekannter- 

ur )@« q . Y . : or . 

aur He oS hat Warburg gezeigt, dab das ,Atmungsferment“ ein 

™ 'Metallproteid ist. Diese SchluSfolgerung griindete sich auf das 
oren & 


Studium der Cyanvergiftung. Cyan vermag Metalle als Kataly- 

‘satoren zu inaktivieren, indem es mit ihnen inaktive Komplex- 
och un [ yerbindungen eingcht. Diese Erfahrung wurde dann an weiteren 
‘tivierte HM Beispielen immer wieder bestiitigt und daraus der SchluB gezogen, 
_— daB Fermente, die gegeniiber Cyan unempfindlich oder nur wenig 


ne Aut & ; " : : ; ; m 
‘binde, | emptindlich sind, keine Metallverbindungen sein kénnen. 


atechol: Unsere Versuche zeigen nun, daB diese letzte SchluBfolge- 
omplex- a 
}rung, die nie scharf gefaBt, aber allgemein angenommen war, 


en, da 4 is 
fihigen, i unbegriindet ist. 


pone ae Vergleicht man:Cyan mit anderen komplexbildenden Sub- 
'stanzen in seinem Verhalten gegeniiber Metall, so findet man, dab 
» Enoli- & dieses Gift keine besonders starke komplexbildende EKigenschaften 


hat, und als Komplexbildner z. B. mit Thiosulfat gleichwertig ist. 
_Immerhin werden aber ,,Atmungsferment“, Catecholoxydase“ oder 

_ ,Ascorbinsiiureoxydase“, die schon durch Spuren von Cyan inakti- 

Me  Viert werden, durch Thiosulfat nicht gehemmt. Ebensowenig ver- 
) nigen, wie EK. Porges findet, die verschiedenen hochspezitischen 
pie IE Cu-Komplexbildner die Catecholoxydase spezifisch zu inaktivieren. 
Juktion | Die Ursache hiervon ist unschwer einzusehen. Es handelt sich 
nstein- F nicht um die Frage, ob ein Komplexbildner Cu binden kann, 
sondern darum, ob ein Komplexbildner in einen bereits bestehenden 
Cu-Komplex als neues Koordinat noch einzutreten und hierdurch 

| das Metall zu inaktivieren vermag. Nach Porges scheint diese 

+ | Fihigkeit in bezug auf Catecholoxydase nur einer geringen Anzahl 
anorganischer, einwertiger Komplexbildner eigen zu sein. Aber 

unter diesen tritt Cyan noch stets mit seiner besonderen Aktivitat 

der Catecholoxydase gegeniiber hervor. Auch das ,,Atmungs- 
ferment“ und die Ascorbinsiiureoxydase sind sehr cyanempfindlich. 

Ks scheint, daB die Komplexbildung, die das Metall gegeniiber 

0, aktiviert, dieses auch gegeniiber Cyan aktiviert. Ks scheint 


') Diese Z. 249, 212 (1937). 
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im physikalischen Bau des 0, und des Cyanmolekiils eine Uber. 
einstimmung zu bestehen, die bedingt, daB von allen Metallpro. 
teiden eben diejenigen in so hohem Mafe cyanempfindlich sin¢, 
die der aeroben Oxydation dienen und O, als Acceptor zu koordi. 
nieren vermégen. 

Wie im experimentellen ‘Teil beschrieben wird, hat Banga 
eine gréBere Anzahl Komplexbildner auf ihre Fihigkeit, mit 
Fe und Cu Komplexe zu bilden, untersucht. Dieselben Sub. 
stanzen wurden dann auf ihre Fahigkeit untersucht, die Succino- 
dehydrogenase und andere Dehydrogenasen zu hemmen. Hierbe 
zeigte sich, daB abgesehen von den Oxysiuren, die Fihigkeit der 
einzelnen Substanzen, mit Kupfer Komplexe zu bilden, im grote 
und ganzen mit ihrer Fahigkeit, die Succinodehydrogenase und 
andere Dehydrogenasen zu hemmen, parallel geht. 

Dies legt den Gedanken nahe, daB auch die H-Ubertragung 
durch manche Dehydrogenasen eine Metallkoordination zur Grund- 
lage habe, und auch Dehydrasen Metall-Proteide sein kénnen. In 
diesem Zusammenhange sei auch darauf hingewiesen, daB dic 
Substanzen, die wir als Glieder des Wasserstofftransportes kennen, 
wie das Co-Ferment mit seinem Nicotinsiureamid, die Oxalessig- 
siiure, die Apfelsiiure, die Flavine mit ihrem Alloxazin, komplex- 
bildende Gruppen in der entsprechenden Atomdistanz enthalten. 

Man kénnte sich weiterhin fragen, ob die scharfen Kratt- 
felder, die ein Metallatom umgeben und es befihigen, organische 
Molekiile zu binden und zu polarisieren, nicht viel weitgehender 
als bisher gedacht wurde, in der Natur als Wirkungsgruppen yon 
Fermenten herangezogen werden. Selbst Wasser kann mit groler 
Kraft von Metall gebunden werden [hydrolytische Fermente')| 


') Esterasen und Milchsiiuregiirung werden durch den Komplexbildner 
Fluorid, Blutgerinnung durch die Komplexbildner Oxalat, Citrat, Fluorid 
gehemmt. Nach Lohmann ist Mg Co-Ferment der Phosphorylierung, 
nach OhIlmeyer und Ochara ist Mn Co-Ferment der alkoholischen Girung, 
nach Edlbacher, Pinésch und Baur ist Mn Bestandteil der Arginase. 
nach Davidson Fe der Uricase. Nach G. Bertrand ist etwa ein Dutzend 
Metalle fiir das Leben unentbehrlich. 

Es fragt sich, auch ob die chemotherapeutische Wirkung der Arsen- 
und Sulfoverbindungen nicht durch ihre Komplexbildung mit dem Metalle 
der Fermente erklirt werden kénnte, nachdem durch M. Jansco gezeigt 
wurde, da8 der Angriffspunkt der chemotherapeutischen Mittel vielfach die 
Fermente der Parasiten sind. 
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} Uber. 




































II. Uber Eisen- und Kupfer-Komplexe. 


tallpro. 
h sind. Von 
koordi. I. Banga. 
Banga ' 
it mit Der Eisen—Catechol-Komplex. 
’] 
1 Sub. & Versetzt man eine Catechollésung (0,1 m) mit FeCl, (0,01 m), 
uccino. — so erhilt man eine intensive Farbe, die je nach dem p,, ver- 


Hierbej fF schieden ist. Bei p, 9—7,5 ist die Farbe rot, ['T'ricatechol- 
eit der § Komplex von Weinland und Binder’)| bei 7,5—5 violett (Di- 
grotien  catechol-Aquo-Komplex), bei 5—3 griin. Beim Stehen scheidet 
se und & sich kein Fe(OH), aus. Auf der alkalischen Seite ist die Farbe 

auch in Gegenwart von Phosphat stabil. Auf der sauren Seite 
ragung ist der Komplex weniger stabil und es scheidet sich Ferri-Phosphat 
Jrund- — aus. Auf der alkalischen Seite erreichen also die Ferri-Ionen 


on. Inf— nicht die Konzentration des Léslichkeitsproduktes von Ferri- 
1B die fF Phosphat oder Fe(OH). 

ennen, Wir werden uns im folgenden mit dem violetten Komplex 
lessig- F beschiiftigen. 

nplex- Der Komplex verindert sich nicht beim Stehen wiihrend 
halten, F ciniger Stunden, auch nicht bei Verdiinnung. 

Kratt- Versuch: 40 ml 0,2m py 8 Borat oder py 6 Acetatpuffer + 40 ml 
nische 0,2 m-Catechol + 1 ml 0,1 m-FeCl,. Der Extinktionskoeffizient wurde im 


Zeiss schen Stufenphotometer bestimmt. Dann wurde mit steigenden Mengen 


Lencer ’ signin 
des Puffers bis auf 1:10 verdiinnt und die Extinktion abgelesen. Der 
" — | Koetfizient bleibt ganz unveriindert. Der Komplex dissoziiert also bei der 
srober F Verdiinnung nicht merklich. 
nte')|. 0.2m py 4 und 6 Acetatpuffer und p;, 8 und 10 Boratpuffer, darin gelést 
| 0,001 m-FeCl, und 0,006 m-Catechol. Die Extinktion wird sogleich, dann 
nildner — ‘stiindlich bestimmt. Bei py 4 blaBt die Farbe in 7 Stunden um etwa ‘/, 
‘Nuorid — &b. Bei 6,8 und 10 veriindert sie sich in derselben Zeit nicht. Die Farbe 
erung, ist auch in yaecuo ebenso haltbar. 
arung, Wird die gepufferte Catechollésung bei verschiedenen p,, mit 
—) einem Ferrosalz in vacuo versetzt, so bleibt die Lésung un- 
utzend ‘ : ; 8 
sefiirbt. Wird mit Luft durchgeschiittelt, so erscheint oberhalb 
Arsen- PD, 6 sogleich die beschriebene Farbe. Unterhalb p,, 6 ist der 
Tetalle Karbenumschlag mehr und mehr verziégert. Werden nun die ge- 
8 firbten Lésungen mit HCl und Rhodanat versetzt, so zeigt die 
oh sale oF 


intensive rote Farbe, daf entsprechend den Daten von Weinland 
und Binder das Eisen nun in Form yon Fe" vorhanden ist, daB 


') Vgl. Anm. 1, S. 150. 
12 
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sich also das Fe" zu Fe™ oxydierte. Werden die Liésungen ij 


einer geringen Menge von Na,S,O, versetzt, so wird das Kisey 
wieder zu Fe" reduziert und die Farbe verschwindet. Beim (1. 
schiitteln an der Luft erscheint sie wieder. Dies kann belie) ive 
Male wiederholt werden. | 

Wird die Fe"-Liésung dem Catechol unter starkem Riihre; 
im Photometer zugesetzt und die Farbe sogleich abgelesen, 5) 
findet man oberhalb p,, 6 schon bei der ersten Ablesung cine 
maximale Farbe, falls die Menge des gelésten Sauerstoffes zu 
Oxydation des Fe ausreicht. Innerhalb weniger Sekunden hat 
sich die Komplexbildung wie auch die Oxydation des Komplexes 
abgespielt. 

Die Stabilitit des Komplexes kiénnte den Eindruck geben, 
daB das Fe™ das Catechol innerhalb des Komplexes nicht zu 
oxydieren vermag. Wiirde eine solche Oxydation stattfinden, sv 
miiBte der Komplex in vacuo wegen Reduktion des Kisens, au 
der Luft wegen Oxydation des Catechols abblassen, was nicht der 
Fall ist. Mit @,e,-Dipyridyl kann gezeigt werden, daB das Fe 
das Catechol mit betrichtlicher Geschwindigkeit zu oxydieren 
vermag und der Komplex seine Stabilitit dem Umstande verdankt, 
daB diese Oxydation durch eine Gleichgewichtslage aufgehalten 
wird. H. Wieland und K. Franke!) haben bereits fiir die 
Autoxydation des Hydrochinons gezeigt, daB diese durch Chinon 
gehemmt wird. Auch in unserem System scheint sich mit groBer 


Geschwindigkeit ein Gleichgewicht zwischen Fe", Fe, Ferro- 


Komplex, Ferri-Komplex und Chinon bzw. Chinon-Komplexen ein- 
zustellen, ein Gleichgewicht, das sehr stark nach der Seite der 


oxydierten Formen verschoben ist. Dieses Gleichgewicht wird f 


nun durch Dipyridyl gestért, das mit Fe" nicht aber mit Fe’ 
zu reagieren vermag und mit ersterem sehr stabile, irreversible 
Komplexe gibt. Diese Ferro-Komplexe sind hoch rot gefirbt, so 
daB ihr Entstehen im Photometer verfolgt werden kann?) Aus 
einer empirischen Kurve liSt sich sogar die Menge des in der 
Zeiteinheit auf diese Weise abgefangenen Fe" bestimmen. Im 
Falle des Catechols wird diese Bestimmung durch die Farbe des 
noch anwesenden Ferri-Komplexes gestért. Setzt man aber 0,1 m- 
Citrat zu, so wird dadurch der Ferri—Catechol-Komplex entfiarbt. 
weil Citrat Fe™ bindet. 





1) Liebigs Ann. 264, 101 (1928). 
2) Die zu photometrierende Liésung soil auf je 1 Mol. Fe" 10 Mol Di 
pyridyl erhalten. Bei diesem Verhiiltnis ist die Farbe anniihernd maximil. 
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Wird also ein Ferri—Catechol-Komplex mit Dipyridyl versetzt, 
s) bekommt hierdurch die Lésung, entsprechend der geringen 
Menge des anwesenden Fe", nur einen geringen roten Stich. Die 
rote Farbe nimmt aber rasch zu. Nach 1 Minute ist bereits ein 
Drittel des Eisens als Ferro-Dipyridyl abgefangen und in wenigen 
Minuten liegt das ganze Kisen in Form dieses Komplexes vor. 
Dies zeigt, daB das Kisen das Catechol mit betriichtlicher Ge- 
schwindigkeit zu oxydieren vermag, da aber diese Oxydation 
durch ein Gleichgewicht aufgehalten war. 

Im Respirometer zeigt eine mit Eisen versetzte Catechol- 
lisung eine langsame Autoxydation. Die Sauerstoffaufnahme wird 
in diesem System wahrscheinlich durch die sekundire Umsetzung 
der entstandenen Chinone ermdglicht und limitiert. 


Die Komplexbildung anderer Substanzen. 

Beim Brenzcatechin kann man die Komplexbildung besonders 
cut beobachten, da der Komplex intensiv gefirbt ist und seine 
Veriinderungen durch einfache Farbenmessungen gut bestimmt 
werden kénnen. Ungiinstiger ist die Lage bei Substanzen, die 
keine solche gefirbten Komplexe bilden, und so verhalten sich 
die meisten Komplexbildner. Es lag nahe, den reversiblen Catechol- 
Komplex mit seiner intensiven Farbe zur Messung der Komplex- 
bildung anderer Substanzen zu benutzen. Wird ein Ferri—Catechol- 
Komplex mit einer zweiten X-Substanz versetzt, die ebenso wie 
Catechol zur Komplexbildung neigt, so werden beide Substanzen 
um das Kisen in Konkurrenz treten, und die Lésung wird sich 
entfiirben. Je nach der Intensitiit der Komplexbildung durch X 
werden von dieser Substanz mehr oder weniger nétig sein, um den 
Catechol-Komplex zu entfirben. Also wird uns die relative Kon- 
zeutration des Catechols und X, bei der die Entfiirbung eintritt, 
ein MaB iiber die relative Komplexbildungstendenz beider Sub- 
stanzen abgeben. Es wurde daher folgendermafen vorgegangen: 
es wurde von der zu untersuchenden Substanz (bzw. ihren neu- 
tralisierten Salzen) in 0,1 m-Na-Acetat eine molare Lésung be- 
reitet. Aus dieser Lisung wurde mit 0,1 m-Na-Acetat eine Ver- 


diinnungsreihe gemacht, so da jedes folgende Reagenzglas die 
Substanz in der halb so groBen Konzentration enthielt wie das 
vorhergehende. Jedes Reagenzglas enthielt 2 ml einer solchen Lisung. 
Die Proben wurden nun mit je 0,3 ml einer Ferri—Catechol- 
Lisung versetzt, die folgendermafen zubereitet war: 26 ml 0,1 m- 
Na-Acetat + 3,0 ml 0,1 m-Catechol + 1,0 ml 0,1 m-FeCl,. Die 
Lisung darf nicht iilter als einige Stunden sein. 


12* 


at 
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Die Reihe enthielt also die zu untersuchende Substanz jy 
fallender Konzentration und anniihernd 0,0005 m des Fe—Catecliol. 
Komplexes. Als Kontrolle diente reines Na-Acetat + Catechol. 
Komplex. War die zu untersuchende Substanz ein starke 
Komplexbildner, so war die Lisung der Reihe in den erste, 
sechs Réhren ganz entfirbt und es wurde eine geringe Ent. 
farbung noch im 12. Rohr beobachtet, in dem auf je 1 Moleki 
des Fe-Catechols 1 Molekiil der zu untersuchenden Substanz fiel, 
die also mit den anwesenden 3 Molekiilen des Catechols noch zy 
konkurrieren vermochte. Solche Substanzen habe ich mit + + ++ 
bezeichnet. Substanzen, die nur in den allerersten Réhren eine 
Entfirbung verursachten, bezeichnete ich mit +. Wo auch in 
den ersten Réhren nur partielle Entfirbung zn beobachten war, 


bezeichnete ich mit +. Die Zeichen ++ und ++4 ver-f 


stehen sich yon selbst. 


Die Resultate dieser Untersuchung sind in der erste — 


Kolumne der beistehenden T'abelle zusammengefaBbt. Zu dieser 
Tabelle sei folgendes bemerkt: die meisten komplexbildenden 
Substanzen verhalten sich derart, daB sie in héherer Konzen. 


tration den Komplex ganz und dann bei zunehmender Ver-§ 


diinnung stets schwiicher entfirben. Der Ubergang vom voll- 
stiindig entfirbten Rohr bis zum ganz unverinderten erstreckt 
sich auf etwa 7 Réhren der Versuchsreihe. EKinige Substanzen 
neigen dazu, den Catechol-Komplex schon in sehr hoher Ver- 
diinnung partiell zu entfiirben, entfiirben aber den Komplex auch 
bei groBer Konzentration nicht ganz. Dies mu8 wahrscheinlicl 





damit erklirt werden, daB diese Substanzen eine groBe Affinitit [ft 


zum Eisen haben, sie haben aber keine starke Neigung, alle § 
Valenzen zu besetzen und das Catechol ganz zu verdriingen f 


Besonders die Dicarbonsiiuren, Oxal- und Malonsiiure verhalten 
sich so. Auch Phosphat verhilt sich ihnlich. Pyridin entfirbt 
nicht, veriindert aber die Farbe auf Blau. Ob es in den Komplex 
eintritt oder aber mit ihm nur ein Salz bildet, bleibe dahingestellt. 

Ks sei erwihnt, daB alle die in der Tabelle aufgezeichneten 
Komplexverbindungen reversibler Art sind und dem Massen- 
wirkungsgesetz zu gehorchen scheinen. Wird namentlich der 
Catechol-Komplex durch einen dieser Komplexbildner entfiirbt. 


dann Catechol im Uberschu8 zugesetzt, so erscheint die Farbe des f 


Ferri—Catechol-Komplexes wieder. 


Auch der primiir entstehende Cyan-Komplex des Eisens ist f 


reversibel und das Cyan erscheint in der Tabelle als ein relatiy 
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schwacher Komplexbildner. Wird aber ein Ferrisalz allein inj; 
Cyan stehen gelassen, so bilden sich stets festere Ferri—Cyan. 
Komplexe. Der des roten Blutlaugensalzes ist schon ganz irre. 
versibel und wird durch Catechol nicht mehr zersetzt. Wir 
aber das Ferri-Kisen nur einige Sekunden mit dem Cyan stehey 
gelassen, so bildet sich ein Komplex, der halbwegs zwischen dem 
des roten Blutlaugensalzes und dem glatt reversiblen primiir ge. 
bildeten Komplex liegt. Wird nimlich der obige Versuch derart 
angestellt, daB zur Cyan-Verdiinnungsreihe zuerst das Kisen allein 
und dann erst Catechol in entsprechender Menge zugesetzt wird, 
so bleiben zunichst die meisten Réhren ungefirbt. Die Farbe 
des Catechol-Komplexes erscheint aber allmahlich in den ersten 
10 Minuten als Zeichen dafiir, daB der gebildete Ferri—Cyan- 
Komplex durch das Catechol langsam zersetzt wurde. 

Das ebenfalls irreversible gelbe Blutlaugensalz bildet sich aus 
Ferro-Salzen und Cyan viel rascher, aber auch hier scheint die 
Bildung des irreversiblen Komplexes iiber reversible primiire 
Produkte zu laufen. 

Ob also das dem Fe" zugesetzte Cyan zur Bildung des 
irreversiblen Blutlaugensalzes fiihren wird und ob das Cyan das 
Metall tiberhaupt binden kénnen wird, wird von der relativen 
Menge der beiden Komplexbildner des Cyans und der anderen 
Substanz abhaingen, die um das Eisen in Konkurrenz treten. 
Ist das Cyan im UberschuB, so wird sich das irreversible Blut- 
laugensalz bilden, dessen Entstehen sich durch Bildung eines 
blauen Prizipitates kund gibt. Ist aber der andere Komplex- 
bildner im UberschuB, so wird kein Blutlaugensalz gebildet. 
In einer Mischung von Catechol und Cyan 10:1 entsteht kein 
blaues Prizipitat mehr. Dasselbe ist auch mit anderen Komplex- 
bildnern der Fall wie Citronensiiure, Arsenit, Phosphat, Sulfit, 
Oxalat, Tartrat, Malat, Malonat, Mesoxalat und Pyridin. 

Diese stufenweise Bildung der Blutlaugensalze und dic 
Hemmung ihrer Bildung ist fiir uns darum von so grofer Be- 
deutung, weil das Cyan in der Biologie eine sehr wichtige Rolle 
spielt. Es wird allgemein angenommen, daB das einem System 
zugesetzte Cyanid das anwesende Hisen stets binden, in seiner 
katalytischen Funktion inaktivieren miisse. Wie wir sehen, ist dies 
aber nicht der Fall, und die Frage, in welchem MaBe das Eisen 
gebunden wird, hangt von der relativen Menge und Affinitiit 
der sonstigen Komplexbildner ab. Das Cyan mag sogar mit dem 


anderen Komplexbildner zusammen sich an das Eisen zu binden 
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und einen gemischten Komplex zu bilden und durch seinen Kintritt 
in das Molekiil die katalytische Funktion des Kisens stark zu 
erhdhen. Wird z. B. einer verdiinnten (0,01 m) Natriumsulfitlésung 
ein Ferrosalz (0,01 m) zugesetzt, und zwar so, daB auf jedes 
Sulfitmolektil 1 Mol des Eisensalzes kommt, so findet man, dab 
das Ferro sich in dieser Liésung nur sehr langsam zu Ferri 
oxydiert. Wird aber zugleich auf jedes Sulfitmolekiil je 1 Molekiil 
(yan zugesetzt, so findet die Oxydation mit groBer Geschwindig- 
keit statt. Diese Uberfiithrung des Fe" in Fe", die mit Rhodanat 
ivgl. weiter unten) nachgewiesen wurde, beruht nicht auf der 
Hemmung der Reduktion des Eisens durch Cyan, weil gleich- 
zeitig, wie M. Gerendas zeigte, der Sauerstoffverbrauch dieser 
Lisung stark gesteigert wird. 

Die Komplexbildung verschiedener Substanzen kann an der 
sauren Seite durch Zuhilfenahme anderer gefirbter Komplex- 
bildner, wie z. B. Salicylsiure, untersucht werden. Salicylsdure, 
Acetylaceton, Oxaloacetat usw. geben auch bei saurer Reaktion 
stark gefirbte reversible Komplexe. 

Ahnlich wie die Komplexbildung des Hisens, konnte auch 
die Komplexbildung des Kupfers untersucht werden. Als Reagens 
diente eine neutralisierte 1:3-Mischung von 0,1 m CuCl, und 
0.1m Athylendiamin. Von dieser Mischung wurde 0,5 ml. mit 
csleichen Teilen 0,1 m Na-Acetat verdiinnt. Die Verdiinnungsserie 
des neutralisierten Komplexbildners wurde zu gleichen Teilen mit 
dieser Reagenslésung versetzt. 

Athylendiamin bildet bei diesen Verhiiltnissen mit Cu einen 
Komplex, in dem alle 4 Valenzen des Kupfers gesiittigt sind. Die 
Farbe dieses Komplexes ist violett. Bei der partiellen Sattigung 
ist die Farbe blau. Die Konkurrenz eines zweiten Komplex- 
bildners wird sich also in einer Verfirbung des violetten Kom- 
plexes kundgeben, indem die Farbe in Blau iiberschligt. Bei der 
weiteren Konkurrenz erfolgt eine Entfairbung. 

Begann die Verdinnungsreihe mit einer m-Lésung der zu 
untersuchenden Substanz und konnte ein Farbwechsel noch im 
‘, Rohr beobachtet werden, so wurde die Substanz in der Tabelle 
mit +++++4 bezeichnet. War der Farbwechsel nur noch im 
\. Rohr zu beobachten, so gab ich ++. + bedeutet, daB eine 
Anderung nur noch in dem 1.—2. Rohr zu sehen war. Die Resul- 
tate sind in der Kol. IL der Tabelle zusammengefaBt. 

Die Komplexbildung von Glycin und Alanin konnte mit dieser 
Methode nicht festgestellt werden, weil beide Substanzen mit Cu 
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selber blaue Komplexe geben. Auch die Polyphenole und Phenylep. 
diamine waren unbestimmbar, da diese durch das Cu oxydiert 
werden. 

Im groBen und ganzen verhiilt sich das Cu” dem Fe" jh. 
lich. Der CO-Gruppe und dem N, NH, gegeniiber hat Cu cine 
gréBere Affinitat als Fe. Dies ist aus dem Grunde von Bedeutuns, 
weil CO und N in der Zelle vielfach als H-Acceptoren dienen, 
[Thre Reduktion kénnte also wohl durch Cu, wahrscheinlich aber 
nicht durch Fe vermittelt werden. 

Ich méchte noch erwihnen, da das Cu auch Gruppen zu 
beeinflussen vermag, die ihrem Abstande nach mit dem Metall 
einen Ter-Ring bilden wiirden, also nach den Erfahrungen der 
Komplexchemie keine Chelatbildner sind und durch das Eisen 
auch gar nicht beeinflu8t werden. Méglicherweise handelt es sich 
um polynucleire Cu-Komplexe. Was aber auch die Erklirung 
sein mag, so zeigten unpublizierte Versuche Lakis, daB Cu 
und Fe die Autoxydation von o-Diphenolen und o-Phenylen- 
diaminen in gleicher Weise beschleunigen, wihrend die ent- 
sprechenden p-Verbindungen wohl durch Cu, nicht aber durch 
Fe in ihrer Autoxydation beschleunigt werden. Diese katalytische 
Wirkung des Cu auf p-Verbindungen ist aus dem Grunde von 
besonderer biologischer Bedeutung, weil der Abstand der kom- 
plexbildenden Gruppen in der Bernsteinsiiure dem des Hydro- 
chinons entspricht. 

Die nichste Frage war die, wie weit die beobachteten Kom- 
plexbildungen des Eisens mit seiner Aktivierung, d. h. seiner Oxy- 
dation Fe"—Fe™ in Gegenwart von O, einhergehen. Diese Akti- 
vierung wurde folgendermaBen untersucht: 


8 ml 0,1 m-Na-Acetat wurde mit 1 ml der neutralen molaren Loésung 
der zu untersuchenden Substanz in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben versetazt. 
Dann wurde 1 ml 0,01 m-FeSO, zupipettiert und geschiittelt. Es wurden 
Proben in verschiedenen Zeitabschnitten entnommen und sogleich in eine 
Mischung von Rhodanat und HCl eingelassen. Die Rétung, die von Ferri- 
rhodanat stammte und von der Menge des gebildeten Fe! abhing, wurde 
im Stufenphotometer abgelesen. Aus der Extinktion wurde mit Hilfe einer 
empirischen Kurve die Ferri-lonenkonzentration berechnet. 

Substanzen, die binnen 80 Sekunden das Eisen zum griéBten Teil in 
Ferri tiberfiihrten, wurden mit +++ + bezeichnet. Substanzen, die das 
Eisen in dieser Zeit etwa zur Hilfte oxydierten, wurden mit + + bezeichnet. 
Die Resultate sind in der Kol. III der Tabelle eingetragen. 


Bei mehreren Substanzen war diese Methode nicht anwendbar, 
da sie das Ferri-Eisen in sauerer Lésung rasch reduzierten, so 
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| daB der Rhodanatkomplex verblaBte. Bei diesen Substanzen, die 
‘in der Tabelle mit einem Stern bezeichnet sind, wurde die Oxy- 

dation des Fe" im Respirometer durch Messen der O,-Aufnahme 
diln- {% yerfolgt. In diesen Versuchen wurde das Respirometer mit 1 ml 
‘a eine HF 0.3 mol. Na-Acetat und 2 ml der 0,1-m neutralen Lésung der zu 


enylen. 
xydiert 
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Sutuny,  yntersuchenden Substanz versetzt. Temp. 20°. Nach eingetretenem 
lienen, [J Temperaturgleichgewicht wurde aus dem Seitenrohr 1 ml 0,22 m- 


bh aber & Ferro-Sulfatlésung zugelassen, durchgeschiittelt und der Hahn 

‘ geschlossen. Im Falle _von Oxalat war die O,-Aufnahme in 
en zu HH 10 Minuten 660 cmm. Ahnlich war die Aufnahme im Falle von 
Metall IF Brenzcatechin. Diese Substanzen wurden mit + + +--+ bezeichnet. 
n der J Bei geringerem O,-Verbrauch wurden entsprechend weniger + 
Kisen J seveben. Diese Messungen sind aus dem Grunde nicht einwand- 


28 sich [i frei, weil bei diesen Substanzen mit einem so hohen O,-Verbrauch 


lirung @ dic Diffusion des Gases die Oxydation limitiert. Die frither er- 
8 Cu J wihnten Versuche im Stufenphotometer zeigten, daB die Oxydation 
nylen- #% des Ke" z. B. in Gegenwart von Catechol in einigen Sekunden 
> ent bei geniigender O,-Gegenwart vollstiindig ist. Derartige rasche 


durch [F Reaktionen sind aber im Respirometer nicht meBbar. Auch in 
tische JF den Rhodanatversuchen war die Reaktion im Falle des Catechols 


e von @ durch die O,-Diffusion limitiert. Trotz dieser Miingel geben aber 
kom- JF diese Versuche doch eine Ubersicht iiber die Fe-Aktivierung der 
lydro- JF untersuchten Komplexbildner. 
Wie die Tabelle zeigt, vermégen die meisten organischen 
= ale f oD fo) ? 
Kom- JF sowie anorganischen Substanzen das Fe" nicht nur zu binden 
8 ’ 
~Oxy- sondern vermégen dasselbe gegeniiber Sauerstoff auch zu akti- 
Akti- § yieren, so daB sich das Ferro-Kisen zu Ferri-Eisen oxydiert. Es 
j ? 


gibt nur wenige Ausnahmen, so z. B. die Glycerophosphorsiure, 
die das Eisen wohl bindet, aber nicht aktiviert. EKinige Sub- 


sung 
rsetzt. |B Stanzen, wie die Glycerinsiiure, Glyoxylsiure, Brenztraubensiure, 
urden J Malonsiure, Salicylsiure und Wolframat sind weniger gute Akti- 


1 eine @ vatoren als Komplexbildner. Hingegen finden wir auch mehrere 


Ferri- ae is & a oe 
wurde Beispiele fiir das entgegengesetzte Verhalten. Athylendiamin und 
einer | /yridin binden kein Ferri-Kisen und sind doch Aktivatoren. 


| Miglicherweise vermégen sie mit dem Fe" Komplexe zu bilden. 
eil in J Kbenso ist die Fahigkeit von Sulfit, Arsenat und Borat zu akti- 
en vieren stairker, als mit dem Fe" Komplexe zu bilden. 
ennet. 


Der Eisen—Ascorbinsaure-Komplex. 
Ibar, Die Ascorbinsiure (As.) verhilt sich aihnlich wie das Catechol. 
» $0 Sie bildet mit Ferro einen ungefirbten Komplex, aktiviert das 
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Kisen stark, das sich in Gegenwart von O, mit groBer Geschwindie. 
keit zu Ferri oxydiert. Der Komplex ist weniger stabil. Er wir 
von Phosphat bei allen p, zersetzt. Bei p,, 10 zersetzt sich de 
Komplex unter Ausscheidung von FeOH),. Unterhalb p,, 6 erhil 
man keine Farbe mehr. Hier wird kein Komplex gebildet. 


Zwischen p,, 6—9 ist der Ferri-Komplex violett. Die As 


scheint also abweichend vom Catechol nur einerlei Komplex 1 


bilden. 


Dieser Komplex wurde in folgender Weise isoliert: 127 mg FeCl, sice. 


wurden mit 2 Tropfen HCl in wenig Wasser gelést, dann mit 528 m; | 


Ascorbinsiure versetzt, so daf also auf je 1 mol. Fe 3 Mol der Siure kamen, 
Dann wurde mit Alkohol zu gleichen Teilen verdiinnt und starkes Ammo. 


niak zugesetzt, bis die Lésung auf Lackmus und Bromthymolblau alkalisc) & 


reagierte. Dann wurde mit iiberschiissigem Alkohol verdiinnt, zentrifuzier, 
das Prizipitat mit Alkohol gewaschen, dann itiber Nacht im Vakuuu. 
Exsiccator iiber CaCl, getrocknet. Das frische Prizipitat ist in Wasser mit 
violetter Farbe klar léslich, enthilt in groBen Mengen Fe!™ und nur Spuren 
von Fell. 


Die Analyse ergibt die Formel C,,H,,0,,N,Fe,. Natiirliciff 
kénnen bei einer derartigen nicht krystallisierbaren Substan§ 


keine genauen analytischen Daten erwartet werden. Imuer- 
hin zeigt aber die Formel deutlich, da8 der Komplex auf }: 
1 Atom Fe 2 Mol Ascorbinsiure und ein Ammoniak enthilt. 
Dies entspricht dem, was man auf Grund der Zusammensetzung 


des entsprechenden Catechol-Komplexes erwarten konnte. Def 
Komplex ist ein lwertiges Anion. Dies zeigt, daB die Siure iihn-f 


lich dem Catechol mit ihren beiden sauren Gruppen nach A)- 
dissoziieren beider H-Atome mit primiren Valenzen in das Molekil 
eingetreten ist. Der Komplex entspricht beistehendem Formelbild 
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So wie bei Catechol scheint auch hier die Oxydoreduktionf 


zwischen Kisen und As. bei neutraler Reaktion durch Gleich- 
gewichtsreaktionen aufgehalten zu sein. Wird die Ascorbinsiiure 


bei neutraler Reaktion mit einer vorher gepufferten FeCl,-Loésung > 


versetzt, so erhilt man die violette Farbe, die auch in vacu0 


nur langsam in mehreren Stunden verblaBt. Wird hingegen Drf 
pyridyl zugesetzt, so ist in einigen Sekunden das ganze Kisen if 
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Ke! iibergefiihrt. Die Gleichgewichtslage ist aber hier nicht so 
weit auf die Seite der oxydierten Formen verschoben, weil eine 
Kisen—As.-Lésung stets relativ viel Fe" enthalt, wie die Dipyridyl- 
Reaktion anzeigt. Durch O,, das den Ferro-Komplex rasch zu 
Ferri-Komplex oxydiert, wird also die Gleichgewichtslage stark 
gestért, und man erhilt mit As. bei neutraler Reaktion in Gegen- 
wart von Kisensalzen eine intensive Sauerstoffaufnahme. Auch 
scheint das Oxydationsprodukt, die Dehydroascorbinsiure, wenig 
stabil und weniger den AutoxydationsprozeB aufzuhalten. Bei 
dieser Autoxydation wird sogar CO, in geringeren Mengen ent- 
wickelt. 


lI. Uber das Redox-Potential des Eisen—Catechol-Komplexes. 
Von 
K. Laki und G. Papp. 
Mit 2 Figuren im Text. 


Aus den Untersuchungen von L. Michaelis und E. Fried- 
heim!) ist bekannt, daB Ferri- und Ferro-Ionen mit Acetat 
Komplexe bilden, die bei gewissem p,, sogar ein reproduzierbares 
Potential haben. Da unsere eigenen Messungen in Acetat aus- 
sefiihrt wurden, muBte zunichst festgestellt werden, wie gro die 
Catecholmenge ist, die in einem Acetatpuffer das gesamte Kisen 
zu binden und dem Acetat zu entziehen vermag. Das Potential 
des Catechol-Komplexes konnte nur dann ohne Stérung von seiten 
des Acetats gemessen werden, wenn das gesamte Eisen an ersteres 
gebunden war. 

Unsere Versuche wurden bei p,,=5 ausgefiihrt, hei dem der 
Ferro-Catechol-Komplex kaum autoxydabel ist. Das Experiment 
gestaltete sich folgendermafen: 1 ccm 0,2 m-Acetatpuffer wurde 
mit 0,5 cem 0,01 m-FeCl,, ebensoviel Ferro-Ammonsulfat und 
2com Wasser versetzt. Das Potential wurde an einer blanken 
Goldelektrode gemessen (20° Dann wurden steigende Mengen 
einer 0,1 m-Catechollésung zugesetzt und das Potential messend 
verfolet. Wie aus der Kurve (Fig. 1) ersichtlich, veraindert sich 
das Potential nach Zugabe von 3 ccm Catechol nicht mehr. In 
Anwesenheit dieser Catecholmenge ist also das ganze Kisen als 
Vatechol-Komplex gebunden. 


') J. of Biol. Chem. 91, 343 (1931). 
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Die nichste Frage war nun die, ob der Ferro—Ferri-Catechol. 
Komplex ein reversibles Redoxsystem bildet. Zur Entscheidung 
dieser Frage wurden 2 ccm Wasser mit 3 ccm Catechol (0,1 » 
und 1 ccm einer Lésung versetzt, die Ferri- und Ferrosalze j, 
wechselnder relativer Menge in einer Gesamtkonzentration yop 
0,01 m enthielt. Das Potential wurde bei neun verschiedeney 
Ferri—Ferro-Mischungen ge- 
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reversiblen Redoxsystems verbinden. Die gute Ubereinstimmung der 


Parallelversuche beweist auch die gute Reproduzierbarkeit der 
Potentiale. Die Werte sind auf die n-Wasserstoff-Elektrode bezogen. 

Die Versuche zeigen also, daf das Ferro-Catechol mit dem 
Ferri-Catechol ein reversibles Redoxsystem bildet, dessen FE,’ bei 
Py 9 + 0,293 V lhegt, also um etwa 100 mV negativer ist als 
das Catechol—Chinon-System. 


Wir haben auch versucht, die p,,-Abhingigkeit des Potentials 


zu bestimmen. Da bei geringerer Aciditit das Ferro-Catechol 
stark autoxydabel ist, wurden die Messungen anaerob in der 
Réhre von H. Borsook und H. F. Schott}) ausgefiihrt. Bei 
héherem p,, kounten wir aber keine so gut definierbare Potentiale 


erhalten, da sich die Spannung stets in negativer Richtung verinderte. f 


) J. of Biol. Chem. 92, 535 (1931). 
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IV. Uber die CO- und CN-Hemmung 
der Oxydation des Ferro-Catechol-Komplexes. 
Von 
K. Laki und G. Papp. 


Mit 8 Figuren im Text. 


Warburg?) zeigte, daB das CO am Atmungsterment mit dem 
Ferro-Eisen in Reaktion tritt, und an diesem den Sauerstoff ver- 
dringend seinen hemmenden LEinflu8 ausiibt. Wir versuchten 
festzustellen, ob ihnliche Reaktionen sich auch bei der Oxydation 
des Fe" des Catechol-Komplexes abspielen, da dies bedeuten wiirde, 
daB der O, als Ganzes durch koordinative Bindung in den Kisen— 
Catechol-Komplex eintritt. 

Bevor wir aber das CO in Angriff nehmen konnten, muBten 
wir unsere Erfahrungen sammeln iiber die verschiedenen Faktoren, 
die die Autoxydation beeinflussen kénnen. 


Prinzip der Methode. 


Der Ablauf der Reaktion Fe’—»> Fe" wurde durch Messung 
der Konzentration des anwesenden Fe'’-Komplexes untersucht. 
Dieser ist, im Gegensatz zum Ferro-Komplex, gefiirbt. Die Farbe 
ist in dem uns interessierenden p,-Intervall blau-violett. Diese 
Farbe kann gut photometriert werden. Die im Photometer beob- 
achteten Extinktionen sind der Menge des anwesenden Ferri- 
Komplexes proportional. LaBt man die Reaktion also in einer 
entsprechenden Kiivette ablaufen, so laiBt sich im Photometer der 
Gang der Reaktion gut verfolgen. 

Unsere erste Figur zeigt, daB die Farbe des Ferri-Komplexes 
(Werte der Extinktion) proportional der anwesenden Ferri-Menge 
ist. In diesem Versuch wurden einer gepufferten Catechol-Lisung 
verschiedene Mengen FeCl, zugefiigt. 

Nachdem unsere Versuche zum Teil in verschiedenen Gas- 
iischungen ausgefiihrt waren, haben wir eine Kiivette konstruiert, 
die mit den entsprechenden Gasmischungen gefillt werden konnte 
(Hig. 2) Die Farbe der in dieser hergestellten Reaktionslésung 
wurde durch Filter S53 am Zeissschen Stufenphotometer gemessen, 
welcher Apparat die °/,-Absorption unmittelbar ablesen laBt. 


') Biochem. Z. 189, 354 (1927). 
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In unseren Tabellen und Figuren sind die der °/,-Absorption eat. 
sprechenden Werte der Extinktion (2) angegeben. FE, entspricht der maxi. 
malen Extinktion bei vollstindiger Oxydation des Eisens. Bei rascherey 
Reaktionen konnte EZ, unmittelbar abgelesen werden. Bei langsamerey 
Reaktionen wurde EL, derart bestimmt, daB wir in einem zweiten Versucl 
dem Catechol die dem gesamten Fe" entsprechende Menge von Fe" zusetztey, 
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Fig. 1. rig. 2. 





Abhangigkeit der Oxydation des Fe''-Catechols von der O,-Tension. 

Die Versuche wurden bei py = 5,5 ausgefiihrt, da bei diesem py, die 
Geschwindigkeit der Reaktion von 5°/, bis 100°/, O, der O,-N,-Mischung 
gemessen werden konnte. 
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Die Zusammensetzung der Reaktionslésung war die folgende: 10 ccm 
Po = 5,5, m/5-Acetat-puffer, 2 cem m/10-Catechol-Lisung, 8 ceem H,O. Die 
Lésung wurde in die beschriebene Kiivette gebracht, diese dann griindlich 
evakuiert und mit der entsprechenden Gasmischung gefiillt und griindlich 
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| durchgeschiittelt. Wir bekamen nur auf diese Weise mit Sicherheit die 
vewiinschte Gastension in die Fliissigkeit. Dann wurde der Glasstépsel 
entfernt und durch einen Gummistopfen mit doppelter Bohrung ersetzt. 


on ent- 
r maxi: 


scherep 

ameren Durch die eine Bohrung wurde mittels eines langen Glasrohres die Gas- 
Versuch misechung durch die Flissigkeit geleitet. Durch die andere Bohrung wurde 
setzten ein kurzes Glasrohr eingesetzt und durch dieses 0,4 ecm einer m/200-Mohr- 


Salzléisung einpipettiert. Dann wurde an dem Glasrohr ein Gummischlauch 
befestigt, durch den das ausstrémende Gas abgeleitet wurde. 
Die Resultate dieser Messungen sind an Fig. 3 dargestellt. 
Die °/, bedeuten °/, O, der O,—N,-Mischung. 

| Der reciproke Wert der Zeit, die zur Erreichung einer be- 
stimmten Extinktion nétig ist, ist der Konstante der Reaktions- 
geschwindigkeit proportional. Vergleichen wir diese Werte, so 
hekommen wir AufschluB tiber die Abhiingigkeit der Reaktions- 
zeschwindigkeit von der O,-Tension. Die in der Tab. 1 angegebenen 
Werte von 1/¢ zeigen, daB die Geschwindigkeit der Reaktion der 
(,-Tension proportional ist. 


Tabelle 1. 

















& 0,-Gehalt in °), .... 5 8 20 60 100 
nsion. ® {in Minuten ..... 5,6 3,5 1,5 0,8 0,65 
eS er 0,29 0,74 1,25 1,54 
ao 
chung R 
Typus der Reaktion. 
An Hand der Werte, die wir mit 20°/, und 5°/, O, erhalten 
’ ; "Lo e~™s 
haben, haben wir den Typus der Reaktion untersucht. Bei der 
20°), O,-Gasmischung ist in der Fliissigkeit 5-10~° mol. O, gelést, 
20 ph=3.79 
18 8 2, =20% 
Ww 
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/Tinulen 
Fig. 4. 
) ccm 
Sos | eine Menge, die annihernd das Fiinffache des O, ist, die zur 
“1 | Oxydation des anwesenden Fe" nétig ist. Werden nun die 
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Logarithmen der anwesenden Ferro-Mengen [oder was mit das gleich: 
ist, die Logarithmen von (l7,, — :)] mit der entsprechenden Zeit 
koordiniert, so erhalten wir, wie Fig. 4 zeigt, eine Gerade. |) 
diesen Fallen hat die Reaktion also einen monomolekularen Typus, 
d. h. die Reaktion ist der ersten Potenz der anwesenden Ferry. 
Konzentration proportional. 

Bei 5°/, O, ist log (,, — l) nicht mehr eine lineare Funk. 
tion der Zeit. Bei dieser Gastension ist die in der Flissigkei 
absorbierte Menge des O, annihernd iiquivalent dem Fe", Wirj 
diese Reaktion als eine bimolekulare aufgefaBt, und: der reciprok 
Wert der augenblicklich anwesenden Ferromenge bzw. 
als Funktion der Zeit aufgezeichnet, so miissen wir eine Gerais 
erhalten. Wie Fig. 5 zeigt, ist dies anniitherungsweise der Fall, 
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p,,~Abhangigkeit. 


Die Geschwindigkeit der Oxydation ist vom p,, in hoheu 
Mae abhingig. Zur Untersuchung der p,,-Abhingigkeit der 
Reaktionsgeschwindigkeit wurden Versuche mit Acetatpuffern vou 
variiertem p,, ausgefiihrt. Die Reaktionsmischung war also die 
folgende: 10 ccm Acetatpuffer von entsprechendem p,,, 2 cci 
m/10-Catechol, 8 com H,O und 0,4 ccm m/200-Mohrsches Saiz 
Die Loésung wurde mit Luft durchstrémt. Dies ermédglichte. 
da wihrend des Versuches die O,-Tension konstant blieb. Die 
Resultate sind in Fig. 6 zusammengefaBt. An dieser Figur sind 
die Werte von /’,, fiir jede Kurve angegeben und mit ihrer Hille 
kann die Halbierungszeit leicht abgelesen werden. Der Vergleic! 
dieser Halbierungszeiten eignet sich zum Vergleich der Geschwi- 
digkeit der Reaktionen. Diese, bzw. ihre reciproken Werte, die 
der Geschwindigkeitskonstante proportional sind, sind in Tab. ? 
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gleiche zusammengefaBt. Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Ge- 
“" Zeit schwindigkeit der Reaktion mit steigendem p,, exponentiell wichst. 
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Tabelle 2. 
a ee a 6,25 6,0 5,15 | 5,5 5,25 | 5,0 
, in Minuten... 0,4 0,5 0,9 2,3 3,0 9,0 
ee 2,5 2,0 1,11 | 0,44 | 0,33 | 0,11 
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hohem ue. 
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2 ccni 
3 Sala. Die Logarithmen der 1/¢ liegen namentlich, wie an Fig. 7 ersicht- 
lichte fF lich, an einer Geraden. Die Logarithmen der Geschwindigkeits- 
Die konstanten sind also eine lineare Funktion des p,,. 
r sind 
r Hilte Mechanismus der Cyan-Hemmung. 
‘gleich § Da Cyan mit Eisen einen Komplex bildet, haben wir unter- 
shwin- sucht, ob dieses Gift die Reaktion zu hemmen vermag. Die Ver- 
e, die suchsanordnung war dieselbe wie oben. Durch die Liésung wurde 
I'ab, 2 Luft geleitet. Um den p,, nicht zu stéren, wurde eine dem KCN 
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iquivalente Menge HCl zugegeben. Zur Mischung der 10 ccy 
Puffer vom p,, = 6 und 2 ccm m/100-Catechol wurden verschieden 
Mengen Cyan und HCl zugegeben und die Fliissigkeit auf da 
gewohnliche Volumen mit Wasser aufgefiillt. Wie aus der Tabelle 

















Tabelle 3. 
Catechol / CN 2/2 2/20 2/40 
Hemmung in %,.. . 0 24 43 


ersichtlich, hemmte Cyan nur dann, wenn es dem Catechol gegen. 
iiber im UberschuB war, und das AusmaB der Hemmung hing 
von der relativen Konzentration Catechol und Cyan ab. Hiernach 
konkurriert also Cyan mit Catechol. 

Bei 43°/, CN-Hemmung haben wir untersucht, ob sie durch 
Erhéhung der Sauerstofftension aufgehoben werden kann. Sollte 
dies der Fall sein, so wiirde dies zeigen, daB das CN am Eisen 
dieselbe Valenz zu besetzen vermag, die dann QO, bindet. Die 
in Tab. 4 zusammengefaBten Resultate zeigen, daB die Hemmung 


Tabelle 4. 











a ee 20 60 100 


ohne CN... . 3.95 1,7 1,4 
Halbierungezeiten fe ON. .... 7,0 54 2.75 
ey he a 43 50 49 


bei 20, 60 und 100°/, O, annahernd unverindert bleibt. Dies 


beweist, daB CN und O, nicht miteinander am Eisen konkurrieren. F 


Die CO-Hemmung. 
Wir versuchten zunachst zu entscheiden, ob CO die Oxy- 


dation hemmt und wo der Angriffspunkt dieser Hemmung ist. § 
Zuerst untersuchten wir die Hemmung in verschiedenen O,-CO- 
Gasmischungen (gegeniiber den entsprechenden O,—N,-Mischungen\ § 
sodann bei konstanter O,-Tension bei variierter Catechol-Konzen- f 


ration. 
Zusammensetzung der Fliissigkeit war: 10 cem pq = 6 m/5-Acetat: 


Puffer, 2 cem m/10-Catechol, 8 cem Wasser. Die Reaktionslésung wurde § 


in der Kiivette evakuiert, dann die Kiivette mit der entsprechenden Gas- 
mischung gefillt und durchgeschiittelt. Dann wurde 0,4 cem m/200-Mobr- 
salzlésung zupipettiert und mit den Ablesungen sogleich begonnen. Bei 


5°/, O, enthaltenden Gasmischungen ist in der Flissigkeit noch geniigen¢ f 


O, zur Oxydation des anwesenden Fe" da, so daB die Reaktion nicht durch 


die Gasdiffusion limitiert wird. Verdiinnterer O, wurde nicht gebraucht. 
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Versuche mit drei verschiedenen O,- und CO-Gasmischungen wurden aus- 
gefiihrt. In den Kontrollversuchen wurde der O, an Stelle von CO mit 
N, verdinnt. 
Die Versuchsresultate sind in Fig. 8 zusammengefaBbt. Hier 
sind auch die °/,-Hemmungen angegeben und die Affinitaitskon- 
n CO 
een eae be- 
l1—-n QO, 
Die Werte von K stimmen geniigend iiberein. 


stanten, die aus der bekannten Gleichung K = 


rechnet sind), 





gg} Hemmung an | Hemmung 46% |. Hemmung 23 % 
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Diese Ubereinstimmung der Werte von A ist fiir uns von be- 
sonderer Bedeutung, da sie nicht nur zeigt, daB das CO mit dem 
QO, um dieselbe Valenz des Eisens konkurriert, sondern daB die 
Bindung des O, reversibel ist und da also das O,-Molekiil als 
solches in den Komplex eintritt. 

Um zu entscheiden, ob das CO mit dem Catechol konkurriert, 
wurden ahnliche Versuche bei variierter Catecholmenge mit 9°/, O 
ausgefiihrt. Es wurden je 2 ccm von einer m/10-, m/50-, m/100- 
bzw. m/200-Catechollésung zugefiihrt. Sonst war die Zusammen- 
setzung wie oben. In der Tab. 5 sind die Halbierungszeiten der 


Tabelle 5. 


























2 cem Catechol m/200 | m/100 m/50 m/10 
eae 
Ha Uherungseiten} 9%, O,, 91°/, N 12,2 4,5 2,5 0,35 
99/0. 919, CO | 24.5 10,0 5,0 0,70 
Hemmung in %,. ....-2s--: 50 55 50 50 
') O. Warburg, Biochem. Z. 189, 354 (1927). m = Oxydationsrest, 


|—n = Oxydationshemmung. 
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Ferro-Ferri-Umsetzung dargestellt, und die °/,-Hemmungen sin( 
mit den verschiedenen Catechol-Konzentrationen verglichen. Diese 
Resultate zeigen, daB das Ausmaf der Hemmung von der Cate. 
chol-Konzentration unabhingig ist. CO konkurriert also nichj 
mit Catechol. O,, CO und Catechol kénnen also alle in dey 
Komplex eingebaut werden, aber erstere zwei besetzen hier)bej 
eine Valenz, die durch Catechol freigelassen wird. 

Vergleichende Versuche zeigen, daf{ auch die Oxydation des 
Fe" des Fe"-Citratkomplexes durch CO stark gehemmt wird. In 
diesen Versuchen wurde mit Hilfe von HCl-Rhodanat das ent- 
stehende Fe gemessen. 

Ke katalysiert auch die Autoxydation des Catechols, wie 
unsere Versuche im Respirometer zeigen. Die Autoxydation kann 
aber mit CO nicht gehemmt werden. Der Grund hiervon ist un. 
schwer einzusehen. Die Autoxydation des Catechols setzt sich 
aus 2 Reaktionen zusammen: 1. Autoxydation des komplexgebun- 
denen Fe“, 2. Reduktion des Fe" durch Catechol. Letztere ist 
von beiden bei weitem die langsamere und limitiert die Ge- 
schwindigkeit der Autoxydation. Aus diesem Grunde kann eine 
Hemmung der ersten Reaktion durch CO auf die Geschwindig- 
keit des Gesamtprozesses der Autoxydation keinen KinfluB haben. 


V. Autoxydation des Sulfits. 
Von 
M. Gerendas. 


Mit 2 Figuren im Text. 


1. Vorversuche. 


Die Autoxydation des Sulfits wurde durch Messung < 
Sauerstoffverbrauches im Warburgschen Respirometer bei Zimmer- 
temperatur (20—22°) gemessen. Die m-Sulfitlisung wurde mit HU! 
oder NaOH auf das gewiinschte p,, gebracht. 1 ccm dieser Lisung 
wurde im HauptgefiB des Respirometers mit 1 ccm Puffer und 
Wasser oder sonstigen Zusiitzen auf ein Gesamtvolumen von 4 ccm 
gebracht. Volum des Respirometers 40 ccm. Die Reaktions- 
mischung wurde 8 Minuten lang im Wasserbade vorgeschiittel! 
und dann die Hihne geschlossen. Von etwaigen Metallsalz- 
lésungen wurden stets 1 ccm aus dem SeitengefaiB zugefiigt. 
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| Fig. 1 illustriert, die den Mittelwert aus mehreren Versuchen 
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Der Gang der Versuche wird durch die untere Kurve der 
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1 cem Puffer py; = 4,7 (0,2 mol. Essigsiure + 0,2 mol. Na-acetat 1: 1), 
1 cem 1,0 mol. NaHSO, (104 mg), 
2eem H,0O. 

Verschiedene Sulfitpriiparate gaben eine verschiedene Sauer- 
stoflaufnahme, so daB es nétig ist, bei vergleichenden Unter- 
suchungen stets mit demselben Priiparate zu arbeiten. 

Entsprechend den Beobachtungen Titoffs (a. a. O. S. 157) 
ist diese Sauerstoffaufnahme der katalytischen Wirkung von 
Metallverunreinigungen zuzuschreiben. Da diese Autoxydation 
durch dieselben Substanzen gehemmt wird wie die Oxydations- 
zunahme durch Eisen (vgl. weiter unten), kann angenommen 
werden, daB die spontane Oxydation des Sulfits den anwesenden 
Eisen-Verunreinigungen zuzuschreiben ist. 

Die Autoxydation ist vom p, in hohem MaBe abhiangig. 
Beispielsweise sei folgender Versuch angefihrt: 














6,1 | 7,8 


























Zusammensetzung pH = 4,0 | 4,7 } 5,4 
5’ 6 78 | 161 220 390 
. eem Puffer, 1cem 1,0 mol. 10’ 24 138 |360 527 827 
‘\aHSO, (104 mg), 2 ccm H,O 20’ 30 247 1624 | 868 | 1427 
80’ 45 810 | 785 | 1100 | 1980 
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Wie ersichtlich, wird bei p,, 7,3 in 10 Minuten etwa 7,5°) | 


u 


bei p, 4,7 etwa 1,25°/, des Sulfits oxydiert, wenn man SO, als 
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Oxydationsprodukt betrachtet. 


Verschiedene Metalle kénnen die Autoxydation beschleunigen 
oder hemmen. Die Resultate eines derartigen Versuches sind in 
beistehender T'abelle angegeben. Zusammensetzung wie beim Figur- 


Versuch auf 8.185. Die °/,-Hemmung (—) oder Beschleunigung (+ 


wurde aus der Sauerstoffaufnahme der ersten 20 Minuten |e. & 





rechnet. 
1 cem 0,006 mol. O,-Aufnahme Wirkung 

in emm in %, 
0 . . . 952 0 
CoCl, . 995, = 
CaCl, oes 70 — 7 
NiCl, .. 198 _ 91 
ZnSO, . 145 ~ 43 
MgCl, a 90 nia il 
Pb(NO,), . 0 ~ 100 
AICI, . 258 aa: 
FeCl, . 895 + 255 


Am aktivsten zeigen sich ilteren Erfahrungen entsprechend Cu 
und Fe. Daher habe ich mich mit diesen zwei Metallen eingehender 


beschaftigt. 


Der Ablauf der Sauerstoffaufnahme bei Zusatz von CuCl, 
oder FeCl, sei durch die Fig. 1 illustriert, die den Mittelwert 
aus mehreren Versuchen darstellt. 





bzw. 1 mg FeCl,. Puffer wie vorher. 





Zugesetzt wurde 1 mg Cull, 





Uber die py-Abhingigkeit sei folgender Versuch angefiihrt: 


5,4 


























Zusammensetzung Po= 4,0 | 4,7 6,1 7,3 
1cem Puffer, 1 cem 1.0 mol. 5 94 150 156 249 | 405 
NaHSO, (104 mg), 1 cem) ]10’] 181 275 | 320 | 485] 752 
0,006 mol. CuCl, (1 mg), 1 cem 20’ 260 390 | 577] 890 | 1460 
H,O 30] 339 | 495 | 792 | 1190 | 2045 
1cem Puffer, 1 cem 1,0 mol. 5’ 173 223 | 338 | 489] 661 
NaHSO, (104 mg), 1 cem)|10’] 309 328 | 592] 762 | 1070 
0,0037 mol. FeCl, (1 mg), 1 ecm 20’ 650 871 | 1015 | 1197 | 2160 
H,O 30’ 898 1160 | 1380 }| 1810 | 2620 


Die Abhingigkeit von 
folgenden Versuch gezeigt: 


der zuges 


en Metallmenge 


wird durch 
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Zusammensetzung mg0] 0,2 0,4 0,8 1,6 











teem Puffer pq = 4,7, 1 ccm 5’| 8668 93 112 120 — 
1,0 mol. NaHSO, (104 mg), ) |10’} 124 | 168 | 186 | 227 | — 
i cem CuCl,-Lésung, 1 cem ) |20’] 205 | 258 | 291 | 344 | — 
H,0 30’| 290 | 305 | 360 | 410 | — 


1cem Puffer, 1 ecem 1,0 mol. fv Ps ae pe ne 
NaHSO, (104 mg), 1 ccm ’ - 

FeCl en on Oe | 20’| 235 462 486 670 882 
ia : 30'] 305 | 588 | 720 | 986 | 1310 























Das gleiche Resultat wurde erhalten, wenn an Stelle von 
Cupri- oder Ferri-Salzen Cupro- oder Ferro-Salz zugesetzt wurde. 
Diese Beobachtung spricht gegen die Annahme Habers, dab 
das Metall durch seine oxydative Wirkung bloB eine Reaktions- 
kette in Gang setze. 


2. Mechanismus der Eisenkatalyse. 


Die Frage war nun die, ob das Eisen seine katalytische 
Wirkung dadurch entfaltet, daB es abwechselnd durch den Sauer- 
stoff oxydiert und durch das Sulfit reduziert wird. Banga zeigte 
bereits, daB das Sulfit mit dem EKisen einen Komplex bildet und 
dieser in hohem Mae zur Sauerstoffaufnahme aktiviert. 


Wird eine Sulfitlésung bei p,, 5,2 oder einem hdheren p,, 
mit einem Ferrosalze versetzt und an der Luft geschiittelt, so 
erscheint sogleich die intensiv gelbe Farbe des Ferri-Sulfits. 
Wird die Lésung mit HCl und KSCN versetzt, so zeigt die rote 
Farbe, daB das Fe” zu Fe" oxydiert ist. Das Eisen oxydiert 
sich also oberhalb p,, 5,2 aiuBerst rasch. 

Der entgegengesetzte ProzeB, die Reduktion des EHisens 
baw. die Oxydation des Sulfits, kann in ihrer Geschwindigkeit 
durch Zugabe von « @,-Dipyridyl gemessen werden. (Vgl. Banga, 
S. 166.) 

In diesen Versuchen wurde 1 cem mol. Sulfit von verschiedenem py 
mit 1 eem verschiedenen Acetat-Puffers versetzt. Dann wurde 1 ccm 
0,1 mol. Dipyridyl und 2 cem H,O zugefiigt. Diese Mischungen wurden in 
die auf S$. 177 durch Laki und Papp beschriebene Vakuum-Kiivette ge- 
bracht. In das SeitengefiB dieser Kiivette wurde 1 ccm 0,001 mol. FeCl, 
eingefiihrt. Nach erfolgter Evakuierung wurde der Inhalt der Kiivette 
gemengt und die Farbenintensitit im Stufenphotometer abgelesen. Die log 


der abgelesenen °/,-Extinktion sind an beistehender Fig. 2 dargestellt. Der 
Wert log HE = 2,0 entspricht der Reduktion des gesamten Eisens. 
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Schiittelt man eine mit Ferro-Salz versetzte Sulfitlésung mit 
Luft, so entsteht, wie erwihnt, oberhalb p,, 5,2 sogleich eine gelle 
Farbe als Zeichen dessen, dai ein betrichtlicher Teil des Fe! 
zu Fe" oxydiert wurde. Unterhalb p,, 5,2 entsteht diese Farhe 
nicht. Dies beweist, daB bei dieser Aciditiit die Reduktion des 
Sulfits rascher verliuft als seine Oxydation. Hingegen ist bei 
héherem p,, die Oxydation der raschere ProzeB. Hieraus folst, 
daB die Geschwindigkeit der Autoxydation des Sulfits oberhalh 
P, 5,2 durch die Reduktion des Kisens, unterhalb dieses p,, 
durch seine Oxydation limitiert werden muB. 
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Aus der Geschwindigkeit der Reduktion des Eisens, die mit 
Dipyridyl bestimmt wurde, lift sich berechnen, wie groB die 
Geschwindigkeit der Autoxydation des Sulfits sein miiBte, wenn 
diese durch die Reduktion des Fe limitiert ware. So wurde z. B. 
gefunden, daB bei p,, 4,7 zugesetzte 0,056 mg Fe™ in 15 Sekunden 
in Gegenwart von Dipyridyl ganz zu Fe" reduziert wurden. Wiire 
diese EKisenmenge wieder glatt zu Fe™ oxydiert, so kénnte sich 
dieser ProzeB in 10 Minuten 40mal wiederholen. (Wechsel- 
zahl 40.) Zur Oxydation von 0,056 mg Eisen sind 5,6 cmm 0, 
notig. 5,6mal 40 = 224 cmm. Der im Respirometer aus- 
gefiihrte Versuch zeigt, daB bei Zusatz dieser Hisenmenge 
das Sulfit in 10 Minuten um 190 cmm O, mehr verbraucht. Die 
aus der Reduktion berechnete O,-Menge war 224. Obwohl diese 
Versuche auf keine groBe Genauigkeit Anspruch machen kénnen, 
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weil die Reduktion des Eisens in den Dipyridyl-Versuchen fiir 
' cenaue Messsungen zu rasch vor sich geht, zeigt dieser Versuch 
Hoch, daB die Autoxydation des Sulfits und die Eisenreduktion 
in derselben Dimension liegen und daB bei p, 4,7 die Autoxy- 
' dation langsamer vor sich geht, als aus der Reduktion berechnet 
| wurde, daB also bei diesem p,, die Autoxydation nicht durch die 
| Reduktion, sondern durch die Oxydation des Fe limitiert ist. 


Derselbe Versuch wurde bei verschiedenem p,, ausgefiihrt. 


Die Resultate sind in nachstehender Tabelle zusammengefaBt: 

















Po= 4,7] 5,4 6,1 7,3 
| 0,056 mg Fe'!-Reduktionszeit ...... . 15” 20”} 30”) 40” 
| Wechselzahl in 10 Min... ........ 40 30 20 15 
' Ber. O,-Aufmahme in 10 Min... ..... 224 168 110 84 
 Gef. Zunahme des O,-Verbrauchs in 10 Min. 86 110 | 122 | 132 


Wie die Werte zeigen, sind bei den héheren p,, die berech- 


-neten Werte einigermaBen geringer als die tatsichlich gefundene 
_ Autoxydation. Bei diesem p,, mu8 also die Reduktion die Aut- 
_ oxydation lmitieren. 


Diese Resultate stimmen iiberein mit der oben erwiihnten 


Erfahrung, daB das dem Sulfit zugefiigte Fe" beim Schiitteln mit 
' Luft unterhalb 5,2 als Fe" und oberhalb 5,2 als Fe’ vor- 


| gefunden wird. 


Aus der Tabelle geht deutlich hervor, da die Reduktion 


des Kisens mit groBer Geschwindigkeit vor sich geht und in der 
_ gleichen Dimension liegt wie die Autoxydation. Oberhalb p,, 5,2 
| verliuft die Oxydation des Fe" rascher als seine Reduktion. Durch 
_ die abwechselnde Oxydation und Reduktion des Hisens kann also 
| die gesamte Autoxydation verantwortet werden, und weil das Hisen 
| in dieser Weise oxydiert und reduziert wird, muB die gesamte 
| Autoxydation tiber dieses Metall laufen und es bleibt nichts fiir 


Radikalketten iibrig. 
Wie Banga beim Catechol gefunden hat, so stellt sich auch 


| beim Sulfit ein Gleichgewicht ein, wenn man dieses unter Sauer- 
_ stoflausschluB mit Fe™ sich selbst tiberlaBt. Bei steigendem p,, 
_ ist dieses Gleichgewicht stets mehr und mehr nach der Seite der 
_ oxydierten Form verschoben. Wird z. B. 1 ccm mol. Sulfit mit 
| Pufferlésung und Wasser auf 3 ccm verdiinnt und mit 1 ccm 
| 0,01 mol. FeCl, gemengt, so entsteht sogleich die intensiv gelbe 


Farbe des Fe™-Sulfits. Bei p, 4,0 blaBt diese Farbe bald auf 
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etwa 20°/,, bei p,, 4,7 auf 40, bei 5,4 auf 80, bei 6,1 auf 909, 
ab. Diese Farbe verindert sich dann beim Stehen nicht. Das 
Fe bleibt bei héherem p,, also zum gréBeren Teil als Fe" er. 
halten, solange wir die Gleichgewichtslage durch Zugabe von J)j- 
pyridyl nicht stéren. Durch dieses wird das Eisen, wie schon 
gezeigt, in einigen Sekunden in Fe” iibergefiihrt. Dieselbe Wir- 
kung entfaltet der Sauerstoff im Respirometer in entgegengesetzter 
Richtung, indem er das Fe" zu Fe'' oxydiert. 


3. Wirkung von Zusi&tzen auf die Autoxydation des Sulfits. 


Ich habe untersucht, wie die Autoxydation des Sulfits durch 
verschiedene Substanzen beeinflu8t wird. Zugleich habe ich auch 
bestimmt, wie diese Substanzen auf die durch Cu und Fe erhihte 
Autoxydation einwirken. Es wurden stets 10 mg der zu unter. 
suchenden Substanz zugesetzt. Die 1°/,ige Lésung, von der 1 ccm 
genommen wurde, wurde zuerst mit HCl oder NaOH auf p,, 47 
eingestellt. Die Reaktionslésung war also die folgende: 

1 cem Puffer, py 4,7, 

1 cem 1,0 mol. NaHSO, (104 mg), 


i cem 0,006 mol. CuCl, (1 mg) oder 0,0037 mol.-FeCl, (1 mg) bzw. H,0, 
1 cem der untersuchten Substanz. 


Die Resultate dieser Untersuchung sind in_ beistehender 
Tabelle zusammengefaBt. Die Zahlen bedeuten die prozentuelle 
Zunahme, Steigerung (+) oder Hemmung (—) der Sauerstoffaui- 
nahme bei Zusatz der genannten Substanzen, berechnet aus der 
O,-Aufnahme der ersten 20 Minuten. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Autoxydation durch 
die meisten Substanzen gehemmt wurde. Nur bei KCN), Athylen- 
diamin und Pyridin wurde eine betrichtliche Steigerung erhalten. 


1) Die Wirkung des KCN ist von seiner Konzentration abhingig. Bei 
bestimmten Mengen kann KCN auch hemmen. Dies weist darauf hin, da 
Cyan mit dem Metall und dem Sulfit verschiedene Mischkomplexe bilden 
kann, in denen, je nach der Zusammensetzung die Autoxydation gehemmt 
oder geférdert wird. Folgender Versuch sei als Beispiel angefiihrt: 














NaHSO,-] NaHS0,- 











Zusammensetzung mg KCN] NaHSO, CuCl, FeCl, 
1 cem Puffer py 4,7, 1 ccm 0,2 +192 + il 0 
1,0 mol. NaHSO, (104 mg), 1 — 12 + 50 — 8 


1 eem H,O bzw. Metallsalz- - 
Lésung (1 mg CuCl, bzw. 5 +217 +172 + 44 
FeC),), 1 cem Kaliumcyanid 15 +290 +192 +150 
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OE ES — 


Zugesetzte Substanz 10 mg 








Natriumfluorid 
Natriumphosphat 


Natriumwolframat . 
Natriumpyrophosphat 


Natriumarsenit 
Natriumthiosulfat 
Bariumdithionat . 
Kaliumeyanid . 


Kaliumferricyanid . 


Hydrazin P 


Athylenglykol . 
Mannit . : 


Malonsiiure . 
Bernsteinsiure 
Oxalsiure . 
Glutarsiiure . 


Fumarsiiure . 
Maleinsiiure. 


Citronenséure . 
Tartronsiure 
Apfelsiiure 
Milchsiure 


Weinsaures K-Na. 


Glykolsiure . 
Ascorbinsiiure . 


Glyoxylsiure 


Mesoxalsiure . 


Brenztraubensiure . 


Acetylaceton 
Acetonylaceton 


Alanin , ‘ 
Athylendiamin. 


Hydrochinon 
Brenzeatechin . 


Salicylsiure . 


p-Oxybenzoesiiure . . 
«-Nitroso-8-naphthol . 
_ §-Nitroso-e-naphthol . 


Salicylaldoxym 


_ 0-Phenylendiamin . 
p-Phenylendiamin . 


Pyridin. . 
Dipyridy] . 
Cupron . 

Kupferron 








CuCl, 


+ 24 
—- 18 
+ 39 
+ 18 
+ 40 
+- 74 


- 66 


— 46 


+186 





FeCl, 


— 93 
— 88 
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Dasselbe war das Resultat bei Eisenzusatz, abgesehen von Pyridin, 
das sich hier inaktiv zeigte. Durch Kupfer wurde bei einer 
gréBeren Anzahl von Substanzen eine Steigerung erhalten. 

Die Atmungshemmungen sind nicht von besonderem Inter. 
esse, weil sie zwangsweise mit der Bindung des katalysierenden 
Metalls erklirt werden kénnen. 

Von gréBerem Interesse war es zu entscheiden, wie die Oxy. 
dations-Steigerung zustande kommt, ob sie durch die Autoxydation 
der zugesetzten Substanz oder durch ihre katalytische Wirkung 
zu erkliren ist. Daher habe ich 2 Substanzen niaher untersucht, 
Na,S,O, und KCN. Beide sind nicht autoxydabel, auch nicht 
in Gegenwart von Kupfer. Ihre Wirkung war also eine kata- 
lytische. Immerhin aber hitte sich denken lassen, da8 die Sub- 
stanzen in Gegenwart von Sulfit oxydiert werden. Darum habe 
ich versucht zu entscheiden, ob ihre Oxydation mit dem Sauer- 
stoffverbrauch in ein stéchiometrisches Verhialtnis zu bringen ist. 
104 mg NaHSO, wurde in Gegenwart von 0,125 mg CuCl, und 
‘ 3 mg Na,S,O, 180 Minuten lang im Respirometer beobachtet und 
dabei 1800 cmm O, aufgenommen. Ohne Thiosulfat wurden 
861 cmm verbraucht = 939 cmm weniger. Ware das zugesetzte 
Thiosulfat zu Tetrithionat oxydiert worden, so hatte es 70 cmm 
verbraucht, also 18,5mal weniger als beobachtet wurde. 


Kin analoger Versuch wurde unter Zusatz von 1 mg KCN f 


ausgefiihrt. In 120 Minuten gab das KCN einen Mehrverbrauch 
von 760 cmm. Ware das KCN iiber Ammoniumformiat zu C0, 
oxydiert, so hatte es 420 cmm verbraucht. 


VI. Die Oxydoreduktion zwischen Ascorbinsdiure und Methylenblau. 
Von 
F. B. Straub. 


Mit 2 Figuren im Text. 


In den voranstehenden Arbeiten wurde eine Theorie der 
dehydrierenden Autoxydationen gegeben. Betrachtet man die 
Autoxydation als einen Spezialfall der Oxydoreduktion, so kann 
die Theorie auf alle Oxydoreduktionen angewandt werden, 10 
denen Wasserstoff von einer Substanz auf eine andere iiber- 
tragen wird. Solch eine Wasserstoffiibertragung wiirde sich also 
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aus einer Kette folgender Reaktionen zusammensetzen: Abdisso- 
ziieren von H durch den Wasserstofi-donator und Komplex- 
pildung des Anions mit dem Metall, Komplexbildung des 
Acceptors mit dem Metall, Ubertragung der Ladung des 
Donators auf das Metall, Ubertragung der Ladung vom Metall 
auf den Acceptor, Vereinigung des geladenen Acceptors mit H* 
des Wassers. In anderen Fallen kénnte sich auch der Acceptor 
durch Abdissoziation eines Anions positiv aufladen und die von 
dem Donator iibertragene negative Ladung zu deren Neutrali- 
sation gebraucht werden. In jedem Fall bestiinde die eigent- 
liche Oxydoreduktion aus einer Ladungsiibertragung und der 
Wasserstoff wiirde bei der Reaktion eine sekundire Rolle spielen. 


Ich habe versucht, diese Gedanken am Beispiel des 
Methylenblau-Ascorbinsiuresystems experimentell zu priifen. Ich 
untersuchte, ob diese Oxydoreduktion durch Metall (Cu) katalysiert 
wird, und ob diese Katalyse durch eine Komplexbildung des 
Metalls mit den Komponenten der Reaktion verbunden ist. Es 
gelang mir zu zeigen, da zwischen Methylenblau und Ascorbin- 
siiure zwei verschiedene Reaktionen stattfinden kénnen: eine un- 
mittelbare und eine durch Cu vermittelte. Unter gewéhnlichen 
Umstiinden (im Dunkeln) spielt die erstere eine sehr untergeordnete 
Rolle und die Reaktion wird bis zu 80—90°/, durch das Metall 
vermittelt. Es konnte auch gezeigt werden, daB sich hierbei das 
Metall und der Farbstoff zu einem Komplex verbinden. Die 
starke T'endenz der Ascorbinsiure, mit Metall Komplexe zu 
geben, wurde bereits durch Banga demonstriert. 


Um die folgenden Ergebnisse zu verstehen, ist es wichtig, 
kurz die thermodynamischen Verhiltnisse zu besprechen, E.G. Ball") 
untersuchte in letzter Zeit das Redoxpotential des Systems: 
Ascorbinsiture—Dehydroascorbinsiure. Er gibt die p,-Funktion 
dieses Systems in seiner Fig. 2 der genannten Arbeit ver- 
gleichend mit der p,,-Funktion des Redoxpotentials des Methylen- 
blausystems an. Aus dieser sieht man, daf bei ungefihr p,, 4,5 
lie /,-Werte der beiden Systeme gleich sind. Oberhalb dieses p,, 
ist das Ascorbinsiuresystem positiver, unterhalb dessen negativer 
als das Methylenblausystem., Daraus folgt, daB eine Reduktion 
des Methylenblaus durch die Ascorbinsiiure nur bei diesem 
sauren p,, méglich ist. 


') J. of Biol. Chem. 118, 219 (1937). 
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Es ist bereits bekannt, daB Ascorbinsiure imstande is f 


bei saurer Reaktion Methylenblau zu reduzieren, und daB dies 
Reduktion sehr stark lichtempfindlich ist. Im folgenden werd 
ich diese Reduktion als ,,spontane“ Reduktion bezeichney, 
Versetzt man Methylenblau und Ascorbinsiure mit Kupfer. 
ionen, so findet man eine katalytische Beschleunigung auch in 
Dunkeln. Fe-, Mn-, Co- und Ni-Salze sind unwirksam. Dies 


Reaktion werde ich die ,,kupferkatalysierte* Reduktion nennen,f 


Um den Mechanismus der Reaktionen aufzukliren, habe ich 
ihre kinetischen Eigenschaften untersucht. Zuerst wurde die opti- 
male Menge von Kupfer bestimmt. Die Versuche wurden iy 
modifizierten Thunberg-Roéhren') bei p,, 2,6 im Dunkeln bei 20 
ausgefiihrt. Jedes Rohr enthielt in 5 ml Gesamtvolum di 
folgenden Substanzen: (angegeben sind die Endkonzentrationen 
Methylenblau 0,0001 mol., 0,1 mol., Glykokoll-HCl-Puffer p,, 2,6, 


Ascorbinsaéure 0,01 mol. und verschiedene Mengen von Kupfer-f 


ionen in Form einer CuCl,-Lisung zugesetzt. Der Zusammenhan; 
zwischen Kupferionenkonzentration und Reaktionsgeschwindigker 
ist in Fig. 1 dargestellt und ist, wie man sieht, beinahe linear. 
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Fig. 1. 


GréBere Mengen als 0,001 mol. Kupfer kénnen in dieses System 
nicht eingefiihrt werden, da sonst nach Zugabe von Ascorbin- 
siure ein Niederschlag entsteht, der aus Cu’ und Methylenblat 
besteht. 

Dann wurde die p,,-Funktion der Reaktion untersucht. Es 
wurde nicht die vollstindige Reduktionszeit, sondern die Zeit. 
die zur 75°/,igen Reduktion nétig war, gemessen. So war die 
stérende Wirkung der bei héheren p,,-Werten eintretenden Gleich- 
gewichte weitgehend ausgeschaltet. In derselben Richtung wirkte 


1) Szent-Gyoérgyi, Diese Z. 236, 18 (1935). 
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 sierte Reaktion, beide im Dunkeln und belichtet. 
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auch der Umstand, daB Ascorbinsaiure in einer 100mal gréBeren 
Konzentration als Methylenblau vorhanden war. Ks wurden 4 Typen 
yon Reaktionen untersucht: die spontane und die kupferkataly- 
Die Versuche 
wurden nach sorgfaltiger Evakuierung in den genannten Thun- 
berg-Apparaten ausgefiihrt. Um die Reduktion der Kupfer- 
jonen durch Ascorbinséure wahrend der Evakuierung zu _ver- 
meiden, wurde die Ascorbinsiure erst nach Evakuierung zu den 
anderen Komponenten, die sich im Hauptgefif befanden, zu- 
gegeben. Jedes Rohr enthielt die folgenden Substanzen (Knd- 
konzentration in 5 ml): Methylenblau 0,0001 mol., Ascorbinsiure 
0,01 mol., Kupferionen 0,001 mol., Glykokoll-HCl oder Acetat- 
puffer 0,1 mol. Temperatur 20°. Die Belichtung erfolgte mit einer 
Gliihlampe von 140 Watt, aus einer Entfernung von 24 cm. Die 
Ergebnisse dieser Versuche sind in der Fig. 2 zusammengestellt 
und erlauben die folgenden Schliisse zu ziehen. 
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Erstens ist ersichtlich, daB die spontane Reduktion (Sp) durch 
Licht stark beschleunigt wird (S;), dagegen ist die kupferkatalysierte 
Reduktion (Kp) nicht so sehr lichtempfindlich (K;). Bei héheren p,, 
dh. iiber p,, 4,5, erfolgt in Abwesenheit von Kupferionen eine Re- 
duktion beim Belichten, obwohl nach den H,-Daten von Ball 
keine Reduktion stattfinden diirfte. Dies zeigt, daB die Wirkung 
des Lichtes auf die spontane Reduktion mit einer Anderung der 
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Potentialdifferenz zwischen Ascorbinsiure und Methylenblau ver. 
bunden ist. Es konnte gezeigt werden, daB Wellenlingen, di 


vom Methylenblau absorbiert werden, diese Wirkung entfalten f 


Somit bedeutet die Anderung bzw. VergréBerung der Potential. 
differenz eine Erhéhung des Methylenblaupotentials. Aus de 
Fig. 2 ersieht man, daB bei diesen p,, d.h. oberhalb p,, 4,5, 
die Belichtung keine Reaktion in Gegenwart von Kupferioney 


hervorruft. Hier hemmt also das Kupfer, das selber bef 


saurer Reaktion eine Beschleunigung verursacht. Diese Hemmung 


kann nur bedeuten, daB Gegenwart von Kupferionen die kf 
héhung des Methylenblaupotentials unméglich macht, indem beid f 


Komponenten, Methylenblau und Kupferionen, eine Verbindung 
eingehen. Dieser Methylenblau—Kupfer-Komplex kann auch pri- 
parativ dargestellt werden. Versetzt man eine konzentrierter 


(2°/,ige) Lésung von Methylenblau mit Kupferchlorid und Ascor-§ 


binsiiure oder mit Kuprocyanid, so entsteht ein Niederschlag, der 
getrocknet dem Methylenblau ‘bhnlich aussieht und bei de 
Elementaranalyse folgende Werte liefert: 


56,26°/, C, 5,26°,H,  12,70%,N, 8,98/, Cu. 


Hiernach enthalt die Verbindung auf ein Atom Kupfer zwe 
Methylenblaumolekiile. Damit ist bewiesen, da8 Methylenhlau 
mit Kupfer eine Verbindung eingeht und daB es dadurch die 
Fiahigkeit verliert, durch Belichtung eine héhere Energiestufe zu 


erreichen. Solch ein tiefgreifender Unterschied ist schwerlicif 


anders als mit einer Komplexbildung zu erkliren. 


Da bei dem niedrigeren p,-Licht die Reduktion auch in 
Gegenwart von Kupferionen katalysieren kann, mu8B zu einem 
gewissen Grade eine Dissoziation des Kupfer—Methylenblau-Kon- 
plexes angenommen werden. Mit steigender [H*] entsteht mebr 
und mehr freies Methylenblau, dessen Reduktion durch Licht zu 
beeinflussen ist. Es fragte sich daher, wie weit die in Gegenwart 
von Kupferionen im Dunkeln beobachtete Reduktion durch freies 


Methylenblau oder durch Kupfer—Methylenblau bedingt wurde | 
Dies kann aus den Werten der Fig. 2 folgenderweise berechiunet 


werden. 


Bezeichnet man die Reaktionsgeschwindigkeit (d. h. die reciproke 
Reduktionszeit) ohne Kupfer im Dunkel mit S,, beim Belichten mit S,.f 


ferner in Gegenwart von Kupferionen im Dunkel mit Kp, und mit K;,, beim 


Belichten, und endlich besteht die kupferkatalysierte Reduktion im Dunkel 
aus einer Reaktion zwischen Kupfer—Methylenblau und Ascorbinsdure vou 
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der GréBe Kj, und aus einer Reaktion zwischen freiem Methylenblau und 
Ascorbinsiure von der GréBe Sp, x 8o gelten die folgenden Gleichungen: 


? “A ’ 
(1 Kp = Kp + Sp Kk) 


(9 kK, = Kp i L Sp, K) 


wo L die Beschleunigung der spontanen Reaktion bedeutet und aus der Be- 
zichung 
(8 S,. = Sp ss L 


wv 


entnommen werden kann. Setzt man diesen Wert von L in die Gleichung (2) 
ein und zieht man Gleichung (1) aus Gleichung (2) ab, so folgt fiir Sp ,: 


. Kk, ~ Ky 
Sp, —" S 
: L a | 
Sp 


Dies kann man mit dem Wert der zugehérenden Reaktionsgeschwindig- 

S 2 8 
keit A), vergleichen und erhilt daraus, wieviel Prozent der gesamten 
Reduktion durch freies Methylenblau vermittelt wird. Die Ergebnisse sind 
in der beistehenden Tab. 1 zusammengefabt. 


Tabelle 1. 





°/, Reduktion °/, Reduktion 
PH S, / Sp K, — Kp durch freies durch Cu- 
Methylenblau Methylenblau 
1,15 8 0,78 20 80 
1,93 8 0,64 14 $6 
2.61 9 0,25 4 96 
3,34 8 0,15 8 92 














Die letzte Kolumne gibt die durch Kupfer—Methylenblau 
verlaufende Reduktion in Prozent der gesamten Reduktion in 
Gegenwart von Kupferionen im Dunkel. Man sieht, dab die 
Ergebnisse mit den vorher Gesagten iibereinstimmen und die 
Reaktion vorwiegend eine Reduktion des Methylenblau—Kupfer- 
Komplexes ist und mit sinkendem p,, eine zunehmende Dissoziation 
beobachtet wird. Diese Dissoziation konnte auch berechnet werden. 
Bei p,, 1,9 betriigt sie ungefiihr 50°/,, die Reduktion wird jedoch 
bis za 86°/, durch das Kupfer-Methylenblau gegeben. 

Ks sei noch erwihnt, daB die p,,-Funktion in einer Beziehung 
dieser Auffassung scheinbar widerspricht. Die Reaktionsgeschwin- 
digkeit nimmt nimlich mit steigender Dissoziation (von p,, 4,5 
bis p,, 2) zu. Unterhalb p,, 2 sinkt aber die Reaktionsgeschwindig- 
keit wieder. Es ist klar, daB zwei Faktoren die p,,-Funktion be- 
stimmen: 1. Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt mit zunehmendem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 14 
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P,; also mit abnehmender Dissoziation; 2. von p,, 2 aufwiirts 
tritt dagegen die Wirkung der abnuehmenden Potentialdifferen; 
in Erscheinung und die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt rasch ab, 


Hemmungsversuche. 

Im Sinne der Warburgschen Theorie gilt die spezifische 
hemmende Wirkung des Cyanids fast als eine Definition der 
Metallwirkung, wobei die Hemmung als Folge einer Komplex- 
bildung zwischen Metallionen und HCN gedeutet wird. Aus 
der Arbeit von Banga tritt klar hervor, daB HCN kein be. 
sonders guter Komplexbildner ist, es gibt vielmehr eine Reihe 
von Substanzen, die stabilere Metallkomplexe geben. Ich habe 
einige auf ihre Wirkung in dem System Methylenblau—Cu- 
Ascorbinsiiure geprift. Dabei stellte sich heraus, dafi HCN, HSCN 
und Thioschwefelsiiure die Reaktion schon in geringsten Konzen- 
trationen hemmen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der 
Tab. 2 wiedergegeben. Die Versuche wurden im Dunkeln bei 20° 
in Thunberg-Réhren ausgefiihrt. In 5 ml Lésung war 0,0001 mol. 
Methylenblau, 0,01 mol. Ascorbinsiiure, 0,001 mol. Cu, 0,1 mol. Glyko- 
koll-HCl-Puffer von p,, 2,6 und die zu priifende Substanz in 
der gegebenen Konzentration vorhanden. 


Tabelle 2. 








Molekiile Hemmungskérper 
Atom-—Kupfer 








Hemmungsk6rper 1 5 | 10 





Hemmung der Reduktion in °/, 


HCN 27 60 | 89 





HSCN 100 | 100 | 100 
Thioschwefelsiiure 0 | 75 | 75 


Zu diesen Angaben mu folgendes bemerkt werden. HSCN 
verursacht schon in einer Konzentration von 1 mol./Atom Cu eine 
volistiindige Prazipitation des Kupfers mit dem Methylenblau. 
HCN gibt bei den gréBeren Konzentrationen nach einiger Zeit 
auch solche Niederschlige. Thioschwefelsiure gibt keine Fiallung, 
hemmt aber die Reduktion des Farbstoffes bei héheren Konzen- 
trationen nicht so stark, da durch seine Zerfallsprodukte der 
Farbstoff selbst reduziert wird. 











fwiirts 
fereng 
-h ab, 


fische 
1 der 
iplex- 
Aus 
) be. 
Reihe 
habe 
Cu- 
[SCN 
nZel- 
1 der 
1 20° 
mol, 
lyko- 
Z in 


SCN 
elle 
lau. 
Zeit 
ung, 
en 

der 





Dehydrierende Autoxydation und biologische Oxydationen. 199 


Kine Vakuumkiivette (vgl. Laki und Papp S. 178) wurde mit 
jer oben angegebenen Reaktionsmischung gefiillt, evakuiert, 
dann mit reinem CO gefiillt, die Fliissigkeit mit dem Gas gut 
cesiittigt, wieder evakuiert und wieder mit CO gefiillt. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit wurde unverindert gefunden. CO hemmt 
also die Kupferkatalyse nicht, es vermag weder mit Ascorbinsiure 
noch mit Methylenblau zu konkurrieren. 

Von anderen Substanzen, die auf ihre Wirkung in dem ge- 
cenannten System untersucht wurden, zeigten bei einem Ver- 
hiltuis von 5 Molekiilen: 1 Atom Kupfer Citronensiure und Oxal- 
siure eine Hemmung von 20 bzw. 25°/,. Vollstindig inaktiv 
waren Natriumfluorid, Pyrophosphorsiure, Glykolsiiure, Apfelsiiure, 
Maleinsiure, Malonsiure, Glutarsiiure, Athylenglykol, Acetyl- 
aceton, Acetonylaceton, Hydrazin und Pyridin. 

HCN, HSCN und Thioschwefelsiiure wurden auch auf ihre 
Wirkung in dem System Ascorbinsiiure—Methylenblau ohne Zusatz 
von Kupferionen gepriift. Keine von diesen Substanzen konnte 
aber die spontane Reaktion hemmen. Dieser Umstand beweist 
wieder, daB der Mechanismus der spontanen Reaktion von dem 
der kupferkatalysierten Reaktion verschieden ist, und daB die 
spontane Reaktion nicht auf Metallspuren zuriickzufiihren ist. 

Die starke spezifische Wirkung von HCN, HSCN und Thio- 
schwefelsiiure konnte auch in der kupferkatalysierten Autoxydation 
der Ascorbinsiiure bei p,, 2,6 festgestellt werden. HSCN und 
HCN hemmen unter Bildung von Cuprorhodanid- bzw. Cupro- 
cvanid-Niederschlag. HSCN wirkt auch hier am stiirksten, hemmt 
schon bei einem Verhiltnis von 1 Molekiil: 1 Atom Kupfer voll- 
stiindig, HCN gibt erst bei einem Verhiltnis von 10:1 voll- 
stiindige Hemmung, wiihrend Thioschwefelsiiure bereits bei einem 
Verhiltnis von 2:1 schon zu 100°/, zu hemmen imstande ist. 
Arbeitet man mit kleineren Mengen Thioschwefelsiiure, so beob- 
achtet man zuerst eine groBe Hemmung, dann wird nach 10 bis 
20 Minuten die Hemmung stufenweise, dank dem Zerfall der 
Thioschwefelsiure, aufgehoben. Je gréBer die Konzentration der 
Thioschwefelsiure war, desto spiiter kehrt die Sauerstoffaufnahme 
zuriick, 

Diese kupferkatalysierte Autoxydation wird von CO stark 
cchemmt. In Gegenwart von 0,0001 mol. Cu bei p,, 2,6 nimmt 
eine 0,01 mol. Ascorbinsiurelésung in einem Gasgemisch von 
20°), O, und 80°/, CO nur 1/, der Menge von O, auf, wie die- 
selhe Lésung in einem Gasgemisch von 20°/, O, und 80°/, N,. 
_— 14* 
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VII. Die Hemmung der Dehydrasen und der Polyphenoloxydase 
durch Cu-Komplexbildner. 
Von 
I. Banga und E. Porges. 


Mit 1 Figur im Text. 


Wir haben eine Reihe von Substanzen untersucht um af 
entscheiden, wie weit ihre Fihigkeit, Cu-Komplexe zu bilden, mitf 
ihrem Vermégen, Fermente zu hemmen, zusammenhingt. [ef 
drei untersuchten Fermente waren: 1. Succinodehydrogenas: f 


2. sonstige Dehydrogenasen des Muskels und 3. Catecholoxydas 


der Kartoffeln. Von ersteren zwei vermuteten wir, daB sie (Cuff 
Proteide sein mégen, von letzterem wissen wir, dab es tatsiichlich 
ein Cu-Proteid ist (Kubowitz). Die Fermente wurden folgende-§ 


maBen hergestellt. 


Succinodehydrogenase. Als solche beniitzten wir das von einem va 
uns beschriebene Fermentpriiparat des Taubenbrustmuskels'). Nur bei def 


Untersuchung von Substanzen, fiir die es aktive Dehydrasen enthielt (Mileh 
siiure, Brenztraubensiiure, Citronen- und Oxalessigsiiure) verwendeten wi: 
an Stelle dieses Fermentes einen Rinderherzmuskel, der nach D. Keilir 


und E. F. Hartree?) zubereitet wurde. In ihm sind auBer der Succino-§ 


dehydrogenase die meisten Dehydrogenasen inaktiviert. 


Zur Untersuchung der Fermentaktivitiéit haben wir die Entfirbungszei f 


von Methylenblau in den modifizierten Thunberg-Réhren*) gemessen, 
Die Réhren wurden mit folgenden Mischungen beschickt: 1 ml Enzym 


lésungsuspension (1 g Muskel entsprechend), 1 ml 0,1 m-Na-Succinat, 1 mf 
der zu untersuchenden Substanz, (0,5 und 0,1m) 1 ml Wasser. In daf 


Seitengefi8 wurde 1 ml 1:5000 Methylenblau eingefiihrt. Nach erfolgte: 
Evakuierung wurde der Farbstoff eingelassen und die Entfirbungszeit iu 
Wasserbade von 37° beobachtet. 

Sonstige Dehydrogenasen. Bekanntlich hemmt Malonat die Succino: 
dehydrogenase. 4 mg Malonat vermag die Entfirbung von Methylenbla 


in Anwesenheit von 10 mg Succinat (in 5 ml) um 75—90°/, zu hemmen. 


Es konnte also erwartet werden, dab die Dehydrierung der im ungewaschenet 


Muskel anwesenden, katalytisch wirkenden minimalen Succinatmengen durch f 


diese Malonatmenge noch stiirker gehemmt wird. MiBt man daher die 
Entfirbung des Methylenblaus durch den ungewaschenen Muskel in Gegen: 


wart von 4 mg Malonat, so darf man erwarten, dab die beobachtete Reduktiot f 


nicht durch die Succinodehydrase, sondern durch die sonstigen anwesendet 
Dehydrasen verursacht wird *). 


1) Diese Z. 249, 183 (1987). *) Proce. Roy. Soc. B. 125, 171 (1935. 

*) Diese Z. 286, 12 (1935). 

*) Malonat hemmt die Reduktion des zum ungewaschenen Muskel zu: 
gesetzten Methylenblaus um 40—50°/,. 
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Der frische Taubenbrustmuskel wurde in der Latapie-Miihle ge- 
mahlen und im Verhaltnis von 1:3 in Ringer-Phosphat') suspendiert. 
1,5 cem dieser Suspension wurde mit 1 ccm 0,4°/, Malonat und 1,5 eem 
Wasser versetzt. Methylenblau wurde wie bei der Succinodehydrogenase 
in die SeitengefiBe des Thunberg-Apparates eingefiihrt. 

Polyphenoloxydase. Dieses Ferment wurde anlehnend an die An- 
gaben von F, Kubowitz’) hergestellt. Weil es uns nicht auf eine besondere 
Reinheit des Fermentes ankam, haben wir zu seiner Priizipitierung eine 
héhere Acetonkonzentration (80°/,) verwendet. Es wurde 2mal mit Aceton 
und einmal mit Ammonsulfat gefillt. Nach 2tiigigem Dialysieren bei 0° 
fillt ein wirksamer Niederschlag aus, welcher nach Abtrennung in etwa 
150 ml Wasser suspendiert wird. Von einer weiteren Reinigung haben wir 
Abstand genommen. Die Fermentlésung aus 3000 g Kartoffeln hatte ein 
Endvolumen von etwa 150 cem. 

Die so erhaltene Fermentsuspension ist bei 0° wochenlang haltbar. 
Erfrierung schwiicht die Aktivitiét betréachtlich. 

Die Versuche wurden im Warburg-Respirometer ausgefiihrt. Dieser 
wurde mit folgenden Lésungen beschickt: 1 ml von Wasser oder der 0,4 
und 0,8 m-Lésung der’zu untersuchenden Substanz, die mit Essigsiiure oder 
NaOH auf py 5,5 eingestellt wurde, 1 ml p;; 5,5 Acetatpuffer, 1 ml 0,01 ml 
Catechol. In das SeitengefiB wurde 1 ccm Fermentlésung pipettiert. Tempe- 
ratur 20—22°. Nach erreichtem Temperaturgleichgewicht wurde die Ferment- 
lisung eingelassen, die Hiihne geschlossen und mit den Ablesungen begonnen. 
Der Pufferbestand aus 16 ml n/100-Essigsiiure + 10 ml n/10-Na- Acetat, 

Wenn wir annehmen, dab das Catechol zum Chinon und Wasser 
oxydiert wird, so miissen 11 mg Catechol 1120 emm O, verbrauchen. Der 
Sauerstoffverbrauch verlief wiihrend der ersten 20 Minuten (in denen etwa 
1000 emm QO, verbraucht werden) geradlinig. Wird weniger Ierment ver- 
wendet, so bricht die Kurve friiher ab. Ascorbinsiiurezusatz verliingert den 
geradlinigen Teil. 

Der O,-Verbrauch wurde alle 3 Minuten notiert und der Versuch nach 
“1 Minuten abgebrochen. 


Versuchsresultate. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in umstehender Tabelle 
zusammengefaBt. 

Um die Beurteilung der Resultate zu erleichtern, ist in der 
Kol. 1 die Cu-Komplexbildungsfihigkeit der betreffenden Sub- 
stanzen angegeben. Diese Daten sind Bangas voranstehender 
Arbeit entnommen. Die folgenden 2 Kolonnen geben die °/,-Hem- 
mung der Methylenblauentfirbung durch die Succinodehy drogenase 
hei 0,1 und 0,02 m-Konzentration der in Frage stehenden Sub- 
stanz an. Die folgenden 2 Kolonnen geben dieselben Werte fir 
die sonstigen Dehydrasen. Die letzten 2 Kolonnen geben die 


') Diese Z. 245, 114 (1937). 
*) Biochem. Z. 292, 221 (1937). 
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entsprechenden Werte fiir die Catecholoxydation. 


werden, da sie selber dehydrierten. 


Kinige Sub. 
stanzen konnten in ihrer Dehydrasehemmung nicht bestim,: 





Methylalkohol. . 
Athylalkohol . 
Glucose 
Dioxyaceton 
Acetylaceton 
Acetonylaceton . 
Glykolsiiure 
Milchsiiure . 
Glycerinsiiure . 


a-Glycerophosphat. 


Glyoxylsiiure . 


Brenztraubensiure. 


Oxalsiiure 
Malonsiiure . 
Bernsteinsiiure 
Fumarsiure. 
Maleinsiure. 
Glutarsiure . 
Tartronsiiure 
Apfelsiure . 
Weinsiure 
Citronensiiure . 
Mesoxalsiiure . 
Oxalessigsiiure 
Glyein . . 
d-Alanin . 
Athylendiamin 
Pyridin ... 
a,«-Dipyridy] ‘ 
Phosphat. . . 
Pyrophosphat . 
Hypophosphit . 
Sulfit a 
Thiosulfat 
Arsenit. 
Arsenat 

Borat 
Ferrocyanat 
Cyanid. . 
Rhodanid., 
Hydrazin . 
Natriumfluorid 





Cull- 


Komplex 


re 
0 


+- 
++++ 
+++ 
+++ 
+++ 
0 





Suceino- 


Dehydrase 


Sonstige Catechol- 
Dehydrasen Oxydase 
m/10  m/50] m/10 | m/50 | m/10 | m 50 
Hemmung in °, 
0 0 15 | 15 3 9 
0 0 -1* 4 
0 0 47 32 —5 —4 
45 0 41 Q 12 11 
45 21 20 0 —3 9 
0 0 20 0 —2 | 
9 ) 10 0 9 & 
39 0 ? t 0 » 
40 25 15 15 —5 -3 
0 0 ? ? —-T | 
57 28 58 42 11 | 4 
0 0 0 15 - F «SQ 
50 50 75 55 oT 1 16 
100 71 90 60 16 | 13 
, | ; 
15 | 7 
OQ QO 0 0 13 4 
43 0 8 8 5 3 
0 0 32 0 8 = | 
12 9 
25 0 22 18 6 ) 
0 0 3 10 
75 50 100 55 12 ) 
76 0 0 15 13 
0 0 0 0 —2 —12 
0 0 0 QO 4 —§ 
67 63 66 35 9 8 
0 0 15 0 2 f 
50 43 4 } 6 
0 0 0 0 9 3 
84 50 75 55 13 () 
35 20 5d 20 —33 —35 
60 36 53 0 17 7 
40 37 21 21 6 —24 
87 58 80 50 6 —-2 
0 0 20 0 5 1 
0 0 27 0 -5 —] 
50 27 0 0 37 0 
50 16 QO | 0 100 100 
50 10 43 21 81 59 
45 37 38 26 88 75 
50 37 37 | 25 95 9 








a, 


* Das —-Vorzeichen bedeutet eine Beschleunigung. 
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Zusammenfassend kann folgendes gesagt werden: die Succino- 
dehydrogenase und die sonstigen Dehydrogenasen verhalten sich 
im groBen und ganzen gleich und werden durch dieselben Sub- 
stanzen in gleichem Mae gehemmt. Wenn wir von den Oxy- 
siuren Glykol-, Tartron- und Citronensiiure absehen, die wenig 
hemmen, obwohl sie Komplexe bilden, findet man, daf bei den 
untersuchten organischen Substanzen die Cu-Komplexbildung und 
die Dehydrierungshemmung parallel geht. Die Substanzen, die 
keinen Cu-Komplex bilden, hemmen auch nicht oder nur un- 
wesentlich. Je stiirker die Komplexbildung, desto stirker auch 
die Hemmung. JBesonders interessant ist der Vergleich des 
Acetyl-Acetons mit dem Acetonyl-Aceton. Beide Substanzen 
sind sehr nahe verwandt und sollten, falls sie durch ihre all- 
gemeinen physikalischen oder chemischen Kigenschaften hemmten, 
auch gleich aktiv sein. Aceton sollte noch mehr hemmen. Der 
Unterschied zwischen beiden Substanzen ist nur der, da im 
Acetonyl-Aceton die beiden enolischen OH um ein C-Atom weiter 
voneinander liegen und keinen Chelat mehr mit dem Metall bilden 
kinnen, wahrend Acetyl-Aceton ein starker Komplexbrldner ist. 
Sonst sind die physikalischen und chemischen Eigenschaften 
beider Substanzen iihnlich. Wie die Tabelle zeigt, hemmt Ace- 
tonyl-Aceton gar nicht, wihrend Acetyl-Aceton stark hemmt. 

Der Zusammenhang bei anorganischen Maitteln zwischen 
Komplexbildung und Hemmung ist bei den meisten Substanzen 
erhalten, hier finden wir aber auch einige Verbindungen, die 
segeniiber Cu" schwache Komplexbildner sind (NaF, Arsenit), die 
Dehydrierung aber doch stark hemmen, aber mit Cu' sehr un- 
lisliche Komplexe bilden. Das Cyanid liBt sich gut unter die 
anderen Substanzen nach der Hemmung und Komplexbildung 
elnreihen. 

Wenn wir von kleineren, unterhalb 15°/, liegenden Schwan- 
kungen absehen, so sind die meisten Komplexbildner auf die 
Catecholoxydase ohne EinfluB. Auch die Oxalsiure ist bei 0,02 m 
kaum aktiv. Nur eine kleine Gruppe von anorganischen 1 wertigen 
Komplexbildnern zeigt sich aktiv (Cyan, Rhodan, Hydrazin, NaF’). 
Unter diesen nimmt Cyan eine besondere Stellung ein. 

Von besonderem Interesse ist das Verhalten spezifischer, in 
der Analyse gebrauchter Metallkomplexbildner. Diese geben mit 
freiem Kupfer schon bei sehr weitgehender Verdiinnung un- 
lisliche Priizipitate. Salicylaldoxim und Benzoinoxim (Cupron) 
zeigte sich selbst in m/10-Konzentration der Catecholoxydase 
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gegeniiber unwirksam. Die Pikrolonsiiure war bei 0,00015 mol, 
unwirksam. (Héhere Konzentration konnte wegen ihrer Unlis. 
lichkeit nicht hergestellt werden). Das eine Nitrosonaphthol war 
wirksam in 0,00025 und 0,000025 m. «-Nitroso-f-Naphthol 
hemmte 97 bzw. 34°/,; #-Nitroso-c-Naphthol hemmte bei dieser 
Konzentration nicht wesentlich. Die Hemmung kommt aber nich; 
durch Komplexbildung zustande, sondern ist unspezifisch, da das 
6-Naphthol selbst, das kein Komplexbildner ist, bei derselben 
Konzentration auch um 35 bzw. 21°/, hemmte. «-Naphthol war 
unwirksam. 
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Wie aus der Figur ersichtlich, ist dasselbe bei der Succino- 
dehydrogenase der Fall. Die Hemmung durch die spezifischen 
Komplexbildner liegt in derselben GréBenordnung wie die Hemmung 
durch die chemisch verwandten Substanzen, die keine Komplexe 
bilden. Die spezifische Hemmung durch die Pikrolonsiure und 
die Nitrosonaphthole ist nur eine scheinbare, da beide Stoffe als 
Oxydationsmittel das Leukomethylenblau reoxydieren. 
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VIII. Beitrag zur Existenz der Ascorbinsaureoxydase. 


Von 
F. B. Straub. 


C. G. King und Mitarbeiter!) haben die Autoxydation der 
Ascorbinsiiture in Gegenwart von Kupferionen und unspezifischem 
Protein untersucht. Sie fanden, daf, obzwar das Protein hemmend 
wirkte, es doch den Kupferionen eine ,,Thermolabilitiit* und ,,p,,- 
Optimum“ verlieh. Die Verfasser haben den Kupfergehalt der 
verschiedenen PreBsifte und Ascorbinsiiureoxydasepriparate be- 
stinmt und kamen zum SchluB, daB es keine spezitische Ascorbin- 
siureoxydase gibt, es soll nur das Kupfer sein, welches an Protein 
sehunden diese Wirkung ausiibt. Immerhin kann die Frage nicht 
als entschieden betrachtet werden, da nach den Daten von King 
und Mitarbeiter das Protein die Wirkung des Kupfers hemmt, 
also das gebundene Kupfer inaktiv zu sein scheint. Ferner sind 
die ,gereinigten* Priiparate, die die genannten Autoren anwandten, 
mit Aceton hergestellt, wodurch die Ascorbinsaiureoxydase ge- 
schiidigt wurde. Ich habe die Ascorbinsiiureoxydase im Gurken- 
salt untersucht, wo Verunreinigungen durch Kupfer vermieden 
werden konnten. Im Gegensatz zu den Versuchen von King und 
Mitarbeiter ist die Aschenlésung 5—10mal weniger aktiv als 
der Extrakt. Somit kann angenommen werden, dab Kupfer, wenn 
tatsiichlich Cu der Katalysator ist, durch Bindung an ein Protein 
aktiviert werden muB. Das bedeutet aber die Gegenwart einer 
spezifischen Ascorbinsiiureoxydase. 

DieVersuche wurden folgenderweise ausgefiihrt. Eine frische Gurke (von 
etwa 200 g) wurde von der Haut befreit und mit wenig Merckschem See- 
sand in einem Moérser verrieben. Dann wurde der Saft durch ein Tuch ge- 
prebt (Priiparat A). Dieser PreBbsaft wurde zentrifugiert, wobei sich ein griiner 
Niederschlag, gemischt mit Sandteilchen absetzte. Die iiberstehende Lésung 
ist Priiparat B, der Niederschlag im urspriinglichen Volumen Wasser suspen- 
diert, ist Priiparat C. 15—45 ml dieser Priiparate wurden zur Trockne ein- 
gedampft und dann im Tiegel gegliiht. Mit einigen Tropfen HNO, 2mal 
benetzt lést man u. U. reduziertes Kupfer. Es wird weiter gegliiht, zum 
drittenmal mit HNO, benetzt, und zur Trockne eingedampft. Der weibe 
Riickstand wird in Wasser aufgenommen, auf py, 6 gebracht und zu einem 
bestimmten Volumen aufgefiillt. Zum Versuch wurde von dieser Lésung 
so viel genoramen, daB die Sauerstoffaufnahme mit Ascorbinsiure der des 


') E.Stotz, C.J.Harrer u. C.G. King, J.of Biol. Chem. 119, 511 (1937). 
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urspriinglichen Extraktes nahe kommt. Sie wurde in Warburg- Respiro. 
metern bei 22°C gemessen. In den GefiBen befanden sich das zu priifend 
Extrakt und Phosphatpuffer p,, 6, mit Wasser auf 3,5 ml aufgefiillt. Ay; 
der Birne wurde 0,5 ml einer M/10-Ascorbinsiurelésung zu Beginn de 
Versuches eingekippt. Folgendes Beispiel zeigt die Ergebnisse diese; 
Versuche: 





em 





Sauerstoffaufnahme pro ml-Extrakt in Gegenwart 
von Ascorbinsiiure (0,0125 m, py 6) pro Stunde 


Extrakt unbehandelt 





Riickstand ausgegliiht 





reipemtA . . «+ 2880 660 
9 ee Me 1830 220 
- ae 0 145 


Die Sauerstoffaufnahme der als Kontrolle angestellten As. 
corbinsiurelésung in p,, 6-Phosphatpufferlésung kam in Abzug. 
Weder die Extrakte, noch die Lésungen des Riickstandes galen 
allein eine Sauerstofiaufnahme. 
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Nephelometrische Serumuntersuchungen: 
Wirkung des Wasserstoffperoxyds und der Erhitzung. 
Von 
P. Rondoni. 


Mit 16 Figuren im Text. 


(Aus dem Universitatsinstitut fiir exper. Pathologie und aus dem Krebsinstitut zu Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1933.) 


In einer vorangehenden Mitteilung') wurde die Erscheinung 
untersucht, die gewisse Kiweifsysteme (Serum, Gewebeextrakte) 
aulweisen, wenn sie mit Wasserstoffperoxyd unter geeigneten 
Bedingungen behandelt werden: eine Zunahme der trichloressig- 
siurefallbaren Proteinquoten (und wohl auch der thermisch fill- 
baren) wird stets beobachtet, wenn das Proteinsystem einer 
H,O,-Behandlung vor der Fiillung unterworfen worden ist. Die 
oxydierende Behandlung darf natiirlich nicht allzu stark sein, 
eine schwer zerstérende Wirkung auf das KiweiB ist zu ver- 
mciden. Wir kamen damals zum Schlusse, daB das Wasserstoff- 
peroxyd eine kondensierende oder aggregierende Wirkung auf 
gewisse wahrscheinlich polydisperse Proteinsysteme ausiibt, infolge 
deren gewisse hédherdisperse Proteinquoten in den Bereich der 
fillenden Fahigkeit der Trichloressigsiure einbezogen werden und 
die gefillte N-Quote deshalb zunimmt. Darauffolgende Unter- 
suchungen von Baldassi?) zeigten, da die H,O,-Behandlung von 
menschlichem Serum und Gelatinelésungen eine gewisse Zunahme 
der polarimetrischen Werte hervorruft. Die durch Lecomte 
du Notiy’) nachgewiesene, durch Baldassi bestitigte Zunahme 
des Drehvermégens des Serums infolge der Erwirmung (von 
53—55° ab) kann sich mit der durch H,O, hervorgerufenen Ver- 
inderung addieren. 


') Rondoni u. Pozzi, Diese Z. 235, 81 (1935). 
*) Sperimentale 91, 159 (1937). 
‘) La temperature critique du serum, Hermann, Paris 1936. 
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Eisen?) fand mit dem Interferometer keine nachweisbarey 
Veriinderungen der untersuchten Eiweiflésungen unter der Kin. 
wirkung des Wasserstoffperoxyds; er fand aber, daf solche Be. 
handlung die durch Wasserverdiinnung und CO, fillbare Globulin. 
quote des Pferdeserums herabsetzt. Man weiB aus den ilteren 
Untersuchungen von Hirsch und Liebers?’), daB eine Erwirmung 
auf die sogenannte Inaktivierungstemperatur (56°) eine Zunahme 
solcher labilen Globulinquote hervorruft. Nun hat Eisen durch 
interferometrische Messungen nachgewiesen, daB H,O,-Behand- 
lung des vorher erwairmten Serums ebenfalls eine Abnahme der 
CO,-fillbaren Globuline mit sich bringt; da aber eine der EKr- 
wirmung vorausgehende H,O,-Behandlung des Serums die stiirkste 
Zunahme der labilen Globulinquote zur Folge hat. Es wiire also 


anzunehmen, daB die H,O,-Behandlung, die in Beziehung aut 


dieses milde und eine sehr enge Proteinquote fassende Fiallungs- 
mittel (CO,) an und fiir sich stabilisierend wirkt, andererseits die 
labilisierende Funktion der spiter eingreifenden thermischen Ein- 
fliisse vorbereitet und verstiirkt. Eisen sucht seine Ergebnisse 
im Rahmen der Ansichten von A. Fischer*) tiber Protein- 
denaturierung zu erkliren. 

Ich wollte diese Funktion des Wasserstoftperoxyds dem Serum 
gegeniiber besser untersuchen und sie mit der Hitzedenaturierung 
vergleichen. Letztere Erscheinung und der Denaturierungsvorgang 
im allgemeinen stellen noch nicht vollig aufgeklirte Verinde- 
rungen des Proteinmolekiils und seiner Beziehungen zum Wasser 
dar; so daB das genauere Studium solcher und mehr oder weniger 
nahe yerwandter Erscheinungen als berechtigt zu betrachten ist’, 

Das Grundphinomen wurde nach der iiblichen Methode be- 
stiitigt, was vor allem eine analytische Bedeutung beanspruchen 
diirfte. Wenn wir namlich finden, daf 20 ccm einer 1 : 25-Pferde- 
serumverdiinnung (mit physiol. Nochsalzlésung) mit 4—5 ccm eines 
H,O,-Priparates (12 Vol. O,) behandelt, bei der Trichloressig- 


siiurefillung (Endkonzentration der Siiure 10°/,) 8 mg Stickstotfi 


im Niederschlage ergeben, gegen 6 mg ohne H,O,-Vorbehandlung, 
miissen wir iiberlegen, welcher dieser zwei Werte den richtigen 
Eiweibinhalt des Serums angibt. Wie es in der vorangehenden 


) Sperimentale 91, 525 (1937). 

*) Dtsch. med. Wschr. 48, 936 (1922). 

*) Biochem. Z. 278, 133 (1935). 

*) Frl. Gerda Gernsheim, die mich in der Ausfiithrung der Ver- 
suche unterstiitzte, sei an dieser Stelle herziich gedankt. 
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Mitteilung von Rondoni und Pozzi teilweise geschah, muf die 
Bedeutung dieses Fiallungsmittels diskutiert werden; vielleicht 
miissen ihm sogar andere Fillungsmittel vorgezogen werden, die 
nicht vom physikalischen Zustande gewisser EiweiBquoten so 
beeinfluBbar sind. Um diesen H,O,-Effekt besser zu studieren, 
haben wir bald die umstiindliche gravimetrische Bestimmung der 
EiweiBniederschlaige (mit N-Bestimmung nach Kjeldahl) ver- 
lassen und eine rein physikalische Methode, d.h. die nephelo- 
metrische, angewandt. Das Stufenphotometer nach Pulfrich 
(Zeiss), mit der sogenannten nephelometrischen Vorrichtung, die 
eigentlich eine tyndallometrische Bestimmung, d. h. eine Messung 
der seitlichen Lichtbeugung (Lichtzerstreuung) auf der Oberfliiche 
der Kolloidteilchen gestattet, kam zur Verwendung. 
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Fig. 1. 


Nach der Rayleighschen Formel ist die Intensitét des 
zerstreuten Lichtes dem Teilchenvolumen proportional; was wohl 
bis zu einem gewissen Umfange der Teilchen Geltung hat, denn 
mit gréBeren Partikelchen geht die Intensitét des Tyndall- 
Etiektes zuriick. Wenn man aber mit stark lyophilen Kolloiden 
(Proteinen) zu tun hat, ist der Zusammenhang zwischen T'eilchen- 
gréBe, Teilchenzahl und Triibungsgrad sehr kritisch zu_be- 
urteilen; weshalb keine Kinmiitigkeit iiber die Brauchbarkeit von 
nephelometrischen Messungen fiir quantitative KiweiBbestimmungen 
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herrscht, wie A. Schmitz?) ganz richtig hervorhebt. Diese; 
Forscher weist mit Recht auf die Bedeutung der Brechunes. 
koeffizienten des Dispersionsmittels und der dispersen Phase 
(Proteinmolekile) fiir den Verlauf der Triibungskurve bei der Aus. 
salzung der Proteine hin. Die Verhiiltnisse sind zweifelsohne sel 
kompliziert, ein Anstieg der Triibungskurve durch einen beliebigen 
Kingriff kann sehr gut von Wasserverschiebung im kolloidalen 
Systeme (Dehydratation der Kolloidpartikelchen), wenigstens zum 
Teil, herriihren, mit Zuwachs der Differenz der Brechunes. 
koeffizienten von disperser Phase und Dispersionsmittel, und nicht 
bloB von einer VolumenvergréBerung der Teilchen, wie es {fiir 
nicht so stark hydratisierte Kolloide der Fall zu sein pflegt. 
Nach diesen zum Vorbehalt iiber die genaue Deutung zwingen- 
den Uberlegungen kann man die Ergebnisse (vgl. experimentellen 
Teil) kurz zusammenfassen: Das Wasserstoffperoxyd, als gewohn- 
liches Handelspriparat ebenso wie als reines, nicht stabilisiertes 
Priparat einer 1:5—1:25 Serumverdiinnung in kleinen Mengen 
zugesetzt, ruft eine mehr oder weniger deutliche Erhéhung der 
nephelometrischen Werte hervor (Fig. 1). Wenn die Konzentration (les 
Oxydationsmittels stirker ist und die zersetzende Wirkung den 
Proteinen gegeniiber vorherrscht, bekommt man selbstverstind- 
lich kleinere Werte. Der Betrag der Triibungszunahme (H,0,- 
Triibungseffekt) ist sehr verschieden, je nach den relativen Mengen- 
verhiiltnissen der KiweiBstoffe und des Wasserstoffperoxyds; der 
Ausschlag ist sehr klein, wenn nicht stabilisierte, etwas veraltete 
H,O,-Priparate zur Anwendung kommen. Es scheint bei der 
Aufbewahrung der Priiparate die triibungserhéhende Kigenschatt 
der kleinen Dosen friiher als die zersetzende gewohnliche, triibungs- 
vermindernde Wirkung der gréferen H,O,-Dosen abzunehmen. 
Die nephelometrische Verinderung durch H,O,-Zusatz ist selr 
deutlich, wenn man statt mit Vollserum, mit aus Serum durch 
Ammonsulfathalbfallung gewonnenem Globulin arbeitet. Die 
Albuminfraktion, die iibrigens sehr durchsichtig ist und fiir 
nephelometrische Messungen in der yon mir verwendeten Ver- 
diinnung ungeeignet erscheint, ergibt dagegen keine deutlichen 
Resultate, was wohl der friiheren Annahme von Rondoni und 
Pozzi (a. a. O.) entsprechen wiirde, daf hauptsichlich die sehr 
komplexen, polydispersen Proteinsysteme einer aggregierenden, 
dispersitiitsvermindernden Einwirkung von H,O, zuginglich sind; 


1) Biochem. Z. 294, 231 (1937). 
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unbehandelten Globulins. Kochsalz (Fig. 4) hat besonders schine 
Resultate ergeben. Die Wirkung von H,O, ist also sozusage; 
mit der Salzwirkung gleichsinnig: d.h. die der Zunahme (de 
Lichtstreuung zugrunde liegende physikalische Verinderung eine; 
Proteinsystems, welche der sogenannten Aussalzung entspricht, wird 
durch eine vorausgehende H,O,-Behandlung des Proteinsystems ver. 
stirkt. Man kénnte eben diskutieren, ob eine einfache Aggregatioy 
der Proteinteilchen durch H,O, dabei stattgefunden hat; oder eher 
eine andersartige Veriinderung der Teilchen, welche, unabhiingi 


von einer Beeinflussung der Volumen- und Zahlverhiltnisse, mit 
einer Zunahme der Brechungskoeffizientendifferenz zwischen Dis. 
persionsmittel und Teilchen einhergeht, was nach der Rayleigh- 
schen Formel ebenfalls zur Steigerung des Tyndall-Effektes 
fiihren sollte. Fiir die triibungsverstiirkende Wirkung des Wasser. 
stoffperoxyds kénnte auch eine Siiurefunktion in Frage kommen, 
da H,O, hauptsichlich als monobasische Siure dissoziieren 
kann. Nach Machu!) kann man bei 25° als Dissoziationstante 
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wird die hier untersuchte Wirkung durch leichte Alkalisierung 

des Serums abgeschwicht (noch nicht veréffentlichte Versuche von 

Gernsheim). Das erhitzte Serum gibt ebenso wie das native 
> 

einen H,O,-Triibungsefiekt, manchmal sogar einen mehr aus 

gesprochenen (Erhitzung auf 60°, vgl. Fig. 5), was mit friiheren 


1) Wasserstoffperoxyd u. d. Perverbindungen. Springer, Wien 193%. 
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Angaben von Rondoni und Pozzi nicht vollstandig iiberein- 
stimmt. Damals wurde aber eine rein chemische Methodik (H,0,- 
Trichloressigséureeffekt) angewandt; und die erfaBten Serum- 
inderungen kénnen wohl nicht vollstandig zusammenfallen. Im 
allgemeinen scheint eine Gleichsinnigkeit der thermischen und 
H,0,-Wirkungen oft zu bestehen, Wir sahen schon, daB nach 
Kisen (a. a. 0.) die Zeitfolge dieser Einwirkungen fiir die CO,- 
Fallung der labilsten Globulinquoten eine Bedeutung hat. 

Die Untersuchungen von Lecomte du Noiiy (a. a. O.) haben 
schon eine genaue Kenntnis des Verhaltens des Tyndall-Lichtes 
bei progressiver Erhitzung des Serums ergeben; dieser Forscher 
beschreibt eine stetige Steigerung des Tyndall-Effektes von 
53—55° ab, nach einer kleinen, anfianglichen, nicht konstanten 
Abnahme. Nach der alteren Arbeit von Hirsch und Liebers (a.a.0.) 
ist eine sehr deutliche, sogar makroskopisch sichtbare Triibungs- 
verminderung bei der sogenannten Inaktivierungserwirmung eine 
regelmaBige Erscheinung, sowohl bei unverdiinntem wie bei mit 
Kochsalzlésung oder Wasser 1:10 verdiinntem Menschen- und 
Meerschweinchenserum. Hs zeigte sich bei der ultramikroskopischen 
Beobachtung eine Zunahme der kleinen Ultrateilchen und eine 
Sprengung der gréBeren Ultramikronenkomplexe in kleinere nach 
der Erhitzung. Ich kann die Angaben von Hirsch und Liebers 
bestiitigen: Pferdeserum, sowohl unverdiinnt wie verdiinnt, bei ver- 
schiedenen Temperaturen 1/, Stunde lang erhitzt, weist zuerst, unter 
Kinwirkung der Temperaturen bis 58—60°, eine Abnahme des 
seitlich gebeugten Lichtes, also der nephelometrischen Werte 
(Versuchsr. 4 und 5; Fig. 6) auf, der die rasche Zunahme unter 
Kinwirkung héherer Temperaturen folgt. Ich habe auBerdem fest- 
stellen kénnen, daB dieses biphasische Verhalten der Triibung 
bei der KErwirmung nur den Serumglobulinen eigen ist; die Serum- 
albumine zeigen vom Anfang an bloB eine kontinuierliche Triibungs- 
steigerung mit der steigenden Temperatur (Fig. 7). Es scheint sogar, 
da8 die Globuline allein einen starkeren Abfall der Triibungswerte 
hei 50—60° als Vollserum darbieten; als ob die Albumine schiitzend 
gegen die betreffende physikalische Verainderung wirkten. 

Diese Beobachtungen scheinen mir nicht sehr geeignet die Ansichten 
von Lecomte du Noity iiber das Wesen der thermischen Serumverinderung 
zu stiitzen, Dieser Forscher nimmt nimlich ein Eindringen der thermisch 
erregten Wassermolekiile in die peripheren Teile der Serummolekiile an, 
also eine Art progressiver Bombardierung dieser umfangreichen und kom- 


pliziert gebauten Molekiile durch die kleinen Wassermolekiile. Die Serum- 
molekiile sollten einfach schwellen bis zur gegenseitigen Beriihrung (Er- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. “CCLIV. 15 
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tee 


starrung); aber nicht aneinander angelagert werden und als grifere 
Aggregate nach der geliiufigen Annahme ausflocken. Lecomte du Noiiy 
nimmt bei der Erstarrung keine Aggregation an: das seitlich reflektierte 
Licht sollte linear mit der Temperatur wachsen, vor ebenso wie nach der 
Erstarrungstemperatur, was mit einer Aggregation der Teilchen bei einer 
gegebenen Temperatur nicht vereinbar wire. Nun finden wir aber, dag 
gewisse Serumproteinfraktionen und das Vollserum in der Niihe der go- 
genannten Inaktivierungstemperatur einen Abfall der nephelometrischen 
Kurve aufweisen: entweder ist die zugrunde liegende Verinderung biphasisch, 
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und ist also nicht durch eine einfache Verschiebung von Wassermolekiilen 
zwischen Proteinteilchen und Dispersionsmittel dargestellt, denn eine Um- 
kehrung dieses Vorganges (also zuerst Austreten und dann Eindringen vou 
Wasser) wire nicht verstiindlich; oder es sind mehrere Vorgiinge am Werke, 
deren Resultante wir nephelometrisch messen. Die Inaktivierungserwarmung 
auf 56° kann nach Hirsch und Liebers nicht als bloSe Vorstufe der 
Hitzekoagulation aufgefaBt werden; und ich méchte dieser Meinung bei- 
pflichten. Es kann sein, daB die Triibungsverminderung bei der Inaktivie- 
rungstemperatur wohi einer Hydration der EiweiBmolekiile, mit Abnahme 
deren Brechungskoeffizienten, entspricht; es kénnen aber auch Molekiil- 
sprengungen und -Deformierungen (Entfernung aus der sphiirischen Form) 
eine Bedeutung haben. Es wiire damit verstindlich, daB die Globuline, 
als kompliziertere und labilere Molekiilgebiiude, leichter als die Albumine 
solehen Einwirkungen der blanden Erhitzung anheimfallen. Stirkere Er- 
hitzungsgrade bringen stets die Hauptwirkung der Wirme zum Vorschein, 
d. h. nach der gewohnlichen Meinung, die Aggregation der Molekiile. 
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Das unterschiedliche Verhalten der Serumproteinfraktionen wiirde eben- 


Bere 
falls gegen die Wasserbombardierungshypothese sprechen, die allgemein- 


ioe | giiltig sein sollte. Das SchluB8wort dariiber ist aber noch nicht méglich. 
der & Ich habe einen sehr bedeutungsvoll erscheinenden Befund 
aa ' yon A. Fischer’) einer Nachpriifung unterzogen: dieser Forscher 
so. E hat die Wairmedenaturierung der Proteine als Kettenreaktion auf- 
chen [fF gefaBt, seine Ansichten tiber Blutgerinnung?) darauf anwendend 
isch, und erweiternd. Die zwei Vorginge, Plasmagerinnung und Dena- 
“>  turierung, waren nach A. Fischer wesensgleich. Bei beiden sollten 


| Ef sich Zwischenprodukte (Radikale) bilden, die unter sich und mit 
| I den Ausgangs- und Endstoffen reagieren und den weiteren Verlauf 
der Reaktion beschleunigen kiénnen. Kin denaturierender Kiweib- 
kirper sollte deshalb eine induzierende Einwirkung auf die Dena- 
turierung von einer genuinen Kiweiflésung ausiiben. Dieser Ver- 
fasser hat hauptsachlich mit Pferdeserumglobulin und Eieralbumin 
gearbeitet. Seine Ergebnisse beanspruchen die gréBte Aufmerksam- 
keit, denn wir hatten darin ein Beispiel eines iibertragbaren, 
sich in vitro abspielenden physikalisch-chemischen Vorganges, 
dessen Tragweite fiir: die Deutung vieler biologischen Vorgiinge 
auf der Hand liegt. 

Ich habe in der Regel mit Pferdeserum gearbeitet und bin 
meistens so vorgegangen, daB ich eine Serumverdiinnung hergestellt 
habe, sie auf 70° 2 Stunden lang erhitzt und die nephelometrische 
_ Kurve (ausgezogene Linie A der Fig.8 u. flg.) des normalen Dena- 
_! § turierungsprozesses daraus aufgestellt. 20 Minuten nach Beginn 
der EKrhitzungsperiode wurde eine kleine Menge entnommen, die 
ich in den Versuchsprotokollen (vgl. Versuchsreihe 6) ,,keim“ be- 
nannt habe. Ein solcher Keim wurde zu einer in derselben Weise 
lon @& Lergestellten und erwirmten Serumverdiinnung zugesetzt, welche 
Jm- | die nephelometrische Kurve des durch den Keim beeinfluBten 
von (F Denaturierungsvorganges aufzuzeichnen’ gestattet (schraffierte 
‘ke, & Linie B der Fig. 8—16). Die Einzelheiten sind im Versuchsteil 
a, & 2 lesen. In der Tat kann man eine Steigerung der Geschwindig- 

; keit des Denaturierungsvorganges durch die kleine iibertragene 





JE1- 


ie. [F denaturierende Proteinmenge beobachten. Die Zeit der Entnahme 
me § ies Keimes, 20 Minuten seit Erwiirmungsbeginn, darf nicht mit 
ii: BE Vorteil iiberstiegen werden (vgl. Fig. 15). Eine VergréBerung der 


rm) 


- ibertragenen denaturierenden Serummenge kann die Erscheinung 


ine Baca 

Er ') Z. physik. Chem. (A) 176, 260 (1936); Nature 137, 576 (1936). 

in, = *) A. Fischer, Biochem. Z. 279, 108 (1935); mit T. Astrup, Skand. 
| Arch. Physiol. 74, 193 (1936). 
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verschiirfen; es scheint aber, daf stérende Faktoren sich ein. & . lo 
schalten kénnen, ein strenger Zusammenhang zwischen Keimbetrag & “a 
. . . a 
und Beschleunigungsgrad besteht nicht (Fig. 13 und 14). ' 
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Kine Ubertragung des H,O,-Kffektes ebenso wie der Siiure- 


denaturierung gelang nicht. 
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Wenn die Serumproteine durch Ammonsulfathalbsittigung in 
' Globulinfraktion und Albuminfraktion zerlegt werden, und jede 
° @ praktion fir sich nach der angegebenen Versuchsanordnung unter- 

| sucht wird, dann beobachtet man keinen deutlichen Ausfall der 
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0 # Versuche mit der Albuminlésung. Ovalbumin auch (von A.Fischer 
schon untersucht) hat uns keine klaren Resultate gegeben. Dagegen 
ist der Versuch mit der Globulinlésung positiv (obwohl manchmal 


re- - : ° : ° 
etwas .schwicher) ausgefallen im Sinne einer Beschleunigung 
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durch den Zusatz des schon denaturierten Keimes [vegl. 4 
Fig. 11 und 12]. Diese Eigenschaft also, eine thermische Aus. 
fillung durch Zusatz kleiner Mengen desselben schoy 
thermisch beeinfluBten Proteins beschleunigenzukénney, 
gehért mehr den Globulinen; ebenso wie die oben beschriebene 
Triibungsverinderung unter Kinwirkung kleiner H,0,. 
Mengen und der biphasische Verlauf der Triibungskurye 
unter Kinwirkung der steigenden Temperaturen. 
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Fig. 16. 


Kin Versuch, die Beschleunigung durch Hitzedenaturierung 
mehrmals zu tibertragen fiihrte nicht zu klaren Resultaten (Fig. 16): 
der Versuch ist jedoch zu umstiindlich und deshalb nicht ganz 
zuverlissig. Man kénnte eine gewisse Verstiirkung bei der dritten 
Ubertragung (Kurve D) erkennen, der ein plotzliches Hervortreten 
hemmender Faktoren bei der vierten Ubertragung folgt (Kurve E). Die 
interessante Erscheinung soll hier weiter bearbeitet werden, insbeson- 
dere der KinfluB der verschiedenen Denaturierungstemperaturen. 

Die hier nephelometrisch untersuchten Vorgiinge haben wahr- 
scheinlich etwas Gemeinsames. Die Wirkung des Wasserstofi- 
peroxydes kénnte in einer oxydativen Zerstérung gewisser hydro- 
philen (polaren) Gruppen des Proteinmolekiils bestehen; weshalb 
die Wasserfixierungsfahigkeit und die Léslichkeit herabgesetzt 
werden kénnten. Sie wire also eine an der Peripherie des 
Molekiils eingreifende Wirkung, die zuerst den strukturellen 
Typus nicht stark veraindert, wohl aber die Beziehungen zum 
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Wasser und den Aggregationszustand. Dann fiihren selbstverstiind- 
lich gréBere H,O,-Konzentrationen zur raschen und tieferen Zer- 
stirung. Die thermische Kinwirkung fingt auch von der Peripherie 
an, sie betrifft ebenfalls, obwohl in einer von den verschiedenen 
Forschern sehr abweichend beurteilten Form, die Beziehungen 
des Molekils zum Wasser, sie hat aber einen breiteren Spielraum, 
kann besser verfolgt werden und liBt den Umbau des Molekiils 
(Denaturierungszustiinde) deutlicher erkennen. Deshalb gibt es 
manchmal bei der Hitzedenaturierung die Mdéglichkeit der Er- 
scheinung gewisser Zwischenprodukte, die den weiteren Verlauf 
des Umformungsvorganges beschleunigen. Ob eine echte Ketten- 
reaktion oder eher eine Art Modellierung des sehr gestaltungs- 
fibigen Molekiilgefiiges durch ein schon umgebautes Molekiil oder 
Molekiilbruchstiick vorliegt, méchte ich dahingestellt sein lassen. 
Kis ist selbstverstiindlich, daB gréBere Molekiile oder kompliziertere 
Kniiuel von Hauptvalenzketten, wie die Globuline im Vergieiche 
mit den Albuminen sind, leichter solche peripherische Vorginge 
zu erkennen erlauben. 
Versuchsteil. 


Das Stufenphotometer von Zeiss wurde als Triibungsmesser nach der 
iiblichen Technik verwandt. Griiner Lichtfilter L,. Meistens kegelférmiges 
Lichtbiindel, dem Gebrauch von zylindrischen Reagenzglisern entsprechend. 
Berechnung der absoluten Triibung aus der relativen Triibung durch den 
geeichten triiben Glaskérper. Die Resultate sind sehr oft durch Kurven 
dargestellt, wobei die absolute Triibung als Ordinate, die bei jedem Versuche 
untersuchte variable GréBe als Abszisse aufgetragen wurde. 


1. Versuch mit aufsteigenden Mengen eines gewohnlichen H,0.,- 


Praparates (C. Erba: 12 Vol. O,) auf Menschenserum. 
Abs. Triibung 


(sof. gelesen) 


0,5 cem Serum + 4,5 cem physiol. Kochsalzlsg. . . . . . . . . 0,01862 
05eem , +4,4ceem - ‘i + 0,1 cem H,O,  0,01980 
05eem , +425ccem _,, ‘ + 0,25 cem H,O, 0,01995 
05ceem , +4cecm ‘ - + 0,5eem H,O,  0,02108 
05cem ,, +3,5cecm - ‘i +1ecem H,O, 0,01857 


(Spiiter Ausflockung, die die Resultate verfilscht.) 


2. Versuche mit einem nicht stabilisiertem, reinem H,0,-Praparat 
(Antonioli, Milano). 1cem Pferdeserum mit aufsteigenden Mengen des 
1,0, (Abszisse) versetzt, auf 10 cem mit physiol. Kochsalzlésung stets auf- 
gefiillt,. Die Kurven der Fig. 1 geben mehrere Versuche wieder, mit lingere 
oder kiirzere Zeit aufbewahrtem H,0,-Priiparat, welches natiirlich sehr 
zersetzlich war. . 

3. Wirkung von H,0, auf Serumproteinfraktionen. Globulin- 
fillung durch Ammonsulfathalbsittigung aus gelagertem Pferdeserum, 
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Globulinniederschlag auf Filter gesammelt, in physiol. Kochsalzlésung auf. 
genommen. Dialyse der Globulinlésung und des Filtrates (Albuminlésung) 
gegen physiol. Kochsalzlésung, bis zum Verschwinden der letzten Spur der 
Reaktion mit Nessler-Reagens. Die Globulin- und Albuminlésungen werden 
mit physiol. Kochsalzlésung weiter verdiinnt, um eine dem 1:10 verdiinnte 
Serum-Endverdiinnung der einzelnen Proteinfraktionen zu erreichen. Es se} 
ein Versuchsprotokoll mit Globulinlésung angegeben. 











Globulin- | Physiolog. |¢cm H,O, (nicht 
lésung Kochsalzlsg.| stabilisiertes | Absolute Triibung 
cem ccm Priiparat) 
6 4 0 0,03158 
6 3,9 0,1 0,03177 
6 3,8 0,2 0,03248 
6 3,5 0,5 0,03725 
6 3 1 0,05295 
6 2 2 0,04550 
6 0 4 0,02472 











Die Globulinlésung wurde zu Versuchen nach der Methode von Schmitz 
(vgl. a. a. O.) angewandt: in mehreren Reagenzglisern wurde je 1 ccm der 
Lésung einmal (A) mit 1 cem physiol. Kochsalzlésung versetzt, einmal (B) 
mit 1 ccm des nicht stabilen H,O,-Priparates; dann in den zwei Reihen 
Zusatz aufsteigender Mengen einer gesiittigten Ammonsulfatlésung (Fig. 2 
und 3) oder einer gesittigten NaCl-Lisung (Fig. 4). Volumenausgleich ent- 
weder durch Wasser (Fig. 2) oder durch physiol. Kochsalzlésung (Fig. 3 und 4). 
Die Kurven aus B (Triibung im Verhiltnisse zur Salzkonzentration nach 
Einwirkung von H,O, auf das Protein) sind stets den Kurven aus A (das- 
selbe ohne H,0,-Einwirkung) iiberlegen. Nur zeigt Fig. 2 ein umgekehrtes 
Verhalten der zwei Kurven im Anfangsteil: was wahrscheinlich mit der 
Wirkung des zum Volumenausgleich verwendeten destillierten Wassers zu- 
sammenhiingt. Besonders deutlich der Unterschied zwischen A und B in 
der Fig. 4, die die Aussalzung durch steigende Konzentrationen von Koch- 
salz darstellt. 


4. Wirkung von H,0, auf erhitztes Serum. Pferdeserum wurde 
nativ und nach ?/,stiindiger Erhitzung (50°, 55°, 60°) der Einwirkung von 
aufsteigenden Mengen des H,O, ausgesetzt (stets mit physiol. Kochsalz- 
lésung auf 10 ccm aufgefiillt), Die 4 Kurven der Fig. 5 stellen das nephelo- 
metrische Verhalten des unerhitzten Serums (2) und des auf 50° (6), 55° (0) 
und 60° (d) erhitzten Serums, wohl in Funktion der H,O,.-Menge. Die 
H,0,-Wirkung ist stets deutlich, obwohl mit kleinen Ausschliigen, am deut- 
lichsten bei dem am stirksten erhitzten Serum (d). Man beachte das Ver- 
halten der Ausgangswerte, d. h. die Triibungswerte ohne Zusatz von H,0,: 
zuerst eine Abnahme (6 unter a), dann die Steigerung. Es seien die Werte 
zahlenmibig angegeben: 


Abs. Triibung des unerhitzten 1:10 verd. Serums .. . 0,01852 
- - , auf 50° erhitzten Serums. .... . 0,01822 
y) ‘9 »  » 85° ¥ re el ae 0,01962 
”» » «wi s cs, » cp Gplimecmetatah 0,03253 
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5. Nephelometrische Veranderungen des Serums und der Serum- 
proteinfraktionen bei der Erhitzung. Pferdeserum wird entweder mit 
physiol. Kochsalzlésung oder mit destilliertem Wasser 1:10 verdiinnt, dann 
mehrere Portionen je auf 40—65° '/, Stunde lang im Wasserbade erhitzt. 
In Fig. 6 werden die nephelometrischen Werte als Funktion der Temperatur 
aus 6 Versuchen wiedergegeben (ausgezogene Linien: mit Kochsalzlésung 


' yerdiinntes Serum; schraffierte Linien: mit destilliertem Wasser verdiinntes 
' Serum). Ausnahmslos Abfall der Triibungswerte bis gegen 60°, dann steiler 


Anstieg. 

Pferdeserum wie bei Versuchsreihe 3 fraktioniert. Globulinlésung und 
Albuminlésung in mehrere Portionen geteilt und auf 40—65° '/, Stunde 
lang erhitzt. In der Fig. 7 beachte das verschiedene Verhalten der Globuline 


| (Kurve a) mit starkem Abfall bis 55° und folgendem Anstieg, und der 


Albumine (6) mit stetigem, zuerst langsamem, dann kritisch steilem Anstieg. 


6. Versuche tuber Denaturierungsibertragung. a) 10 ccm Pferde- 
serum, mit 41 cem physiol. Kochsalzlésung verdiinnt. Davon 25 ccm im 
Wasserbade auf 70° erhitzt (Gemisch A); vor der Erhitzung und zu ver- 
schiedenen Zeiten (nach 10, 20, 30, 50, 70, 90, 120 Minuten) wihrend der- 


' selben Entnahme von je 2ccm, die mit 10 ccm physiol. Kochsalzlésung 


gemischt werden, nephelometrische Bestimmung. Man bekommt die normale 
Kurve der Triibung bei der Hitzedenaturierung (Kurve A). Nach 20 Minuten 


' seit dem Beginn der Erhitzung werden 2,5 ccm aus dem Gemisch A in 
eine zweite Portion (25 ccm) derselben Serumverdiinnung eingegossen (Ge- 


misch B). Diese kleine von A in B iibertragene Menge des schon auf 


| dem Wege des Denaturierungsvorganges stehenden Proteinsystems kénnen 


wir ,Keim“ nennen. Gemisch B mit Keim wird ebenfalls auf 70° erhitzt; 


! mu verschiedenen Zeiten Probeentnahmen von je 2ccem, die, mit 10 ccm 
| physiol. Kochsalzlésung verdiinnt, der Nephelometrie unterzogen werden 


(Kurve B). Die Kurven geben die absolute Triibung als Funktion der Er- 
wirmungsdauer wieder. In der Fig. 8 sieht man, daB die Kurve B stets 
der Kurve A iiberlegen ist, und der Abstand (fast gleich Null im Anfang) 


eine Neigung zu wachsen hat, es kann also nicht bloB die optische Wirkung 
_ des an und fiir sich schon getriibten ,,.Keimes“ am Werke sein, die im 


Anfangsteil deutlicher sein sollte. 

b) Serumverdiinnung 1:200. 100 ccm davon bilden das normale Ge- 
misch A, Probeentnahme (Erhitzung und Zeitintervalle wie oben) von je 
10 cem (also ohne weitere Verdiinnung). Gemisch B besteht ebenfalls aus 
100 cem der Serumverdiinnung mit Keim (10 ceem aus A nach 20 Minuten 


| Erhitzung). Fig. 9: UnregelmaBigkeiten im Anfangsteil (man sieht deutlich 


den kleinen Triibungsbetrag, der dem Keim selbst zuzuschreiben ist, dann 


eine gewisse Hemmung bei B). Von ungefihr 45 Minuten ab ist B stets 


iiberlegen, eine Beschleunigung des Ausfillungsvorganges hat wohl statt- 
gefunden. 

c) Versuchsanordnung wie a) (Fig. 10). In B hat eine sehr deutliche 
Beschleunigung stattgefunden, aber bloB von der 50. zur 80. Minute der 
Erwirmung. 

d) Pferdeserum durch Ammonsulfathalbsittigung fraktioniert (wie in 
Versuchsreihe 8 und 5). Globulinlésung und Albuminlésung getrennt unter- 
sucht, meistens nach der Versuchsanordnung von a): der ,,Keim“ aus A 
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betrigt also im allgemeinen '/,, der Gesamtmenge von B. Da die Proteip. 
konzentration hier kleiner als in den Versuchen mit Vollserum ist, manch. 
mal wurden die Entnahmen fiir die nephelometrischen Messungen weniger 
verdiinnt (z. B. 4cem mit 8 cem physiol. Kochsalzlésung); die Resultate 
werden aber damit nicht sehr beeinilu8t. Die Globulinlésung (3 Versuch) 
hat immer positive Ergebnisse im Sinne einer Uberlegenheit der Kurye } 
gezeigt (Fig. 11 gibt ein Beispiel wieder); manchmal sind Stérungen in der 
Ablesung infolge der friihzeitigen Ausflockung (mehr in B als in A) ein. 
getreten. Die Albuminlésung (3 Versuche) hat stets negative Ergebnisse 
gezeigt: der ,,.Keim“ hat nie eine deutliche, regelmiBige Beschleunigung 
in B hervorgerufen (Fig. 12 gibt einen Versuch wieder). 

e) Serumverdiinnung 1:5 (mit physiol. Kochsalzlésung). Davon cine 
Portion (A) von 30cem wird auf 70° erhitzt, nach 20 Minuten werden 
»Keime“, die 0,5, 1, 2 und 3 cem betragen, in vier andere Portionen der- 
selben Serumverdiinnung iibertragen (Gemische B, C, D, E). Nephelo. 
metrische Bestimmungen in den 5 Gemischen vor der Erhitzung und nach 
10, 20, 30, 50, 70, 90, 120 Minuten durch Entnahme von je 2 ccm und Ver. 
diinnung mit 10 cem physiol. Kochsalzlésung. Die Fig.-13 gibt die 5 Kurven 
wieder, die dem verschiedenen Keimbetrage entsprechen. Ein regelmiibiges 
Verhiltnis der Beschleunigung zur Menge des iibertragenen denaturierenden 
Proteins gibt es nicht; trotzdem ist wobl der Ausfall mit dem gréberen 
Keime (E) am ausgesprochensten. Fig. 14 gibt einen ahnlichen Versuch 
wieder, die ,,Keime“ betragen hier zwischen 2 und 3,5 cem (Gemische wie 
oben): keine genauen Verhiiltnisse, die zwei gréBeren ,,Keime“ von 3 und 
3,5 cem (D und E) haben doch iiberlegene Kurven im Vergleich mit den 
kleineren ,,Keimen“ von 2 und 2,5 cem (B und C) ergeben. 


f) Versuchsanordnung wie gewohnlich. Die Entnahme des ,,Keimes* 
(2,5 cem) aus Gemisch A findet 2 mal statt: nach 20 Minuten Erhitzung und 
nach 30 Minuten; diese ,,.Keime“‘ werden in 2 Ansitze gebracht (B und (©) 
(Fig. 15). Fiir einen gréBeren Teil des Verlaufs ist Kurve B (,,Keim“ aus 
20 Minuten lang erhitzter Serumverdiinnung) der Kurve C (,,Keim“ aus 
30 Minuten lang erhitzter Serumverdiinnung) iiberlegen. Nach 80 Minuten 
Denaturierung Umkehrung (stérende Einfliisse?). 


g) Man hat den Versuch gemacht, die Ubertragung mehrmals sericn- 
weise zu wiederholen; erster Ansatz (A) mit 1:5 Serumverdiinnung wie 
gewohniich, nach 20 Minuten Erhitzung Entnahme von 3 ecm (,,Keim“), dic 
in einen zweiten Ansatz (B) iibertragen werden; nach 20 Minuten Erhitzung 
von B Entnahme von 3 cem (zweiter Keim), die in einen dritten Ansatz (U 
gebracht werden; C wie gewohnlich erhitzt, nach 20 Minuten Ubertragung 
von 3cem in D; D ebenfalls erhitzt, Ubertragung von 3 cem in E, Erhitzung. 
In der Fig. 16 sieht man die 5 Kurven, die den Verlauf der Triibung in 
den 5 Ansiitzen wiedergeben. Kein grofer Unterschied zwischen A, B und. 
Kurve PD ist deutlich iiberlegen; mit # Verlangsamung des Vorganges. 





hing 
pra 
Lag 
dies 
wir 

fach 
Cou 
in | 
ele 
\Pu’ 
iibe 
sam 


ob | 
Stic 
wir 
aml 
saul 


Ber 








tein- 
nch- 
ger 
tate 
che) 
e 2 
der 
ein- 
1isse 


ung 


eine 
rden 
der- 
elo. 
lach 
V er- 
rven 
iges 
den 
pren 
uch 
wie 
und 
den 


1e8" 
und 


| C) 






Uber die Phosphoamidasen in Emulsin und Trypsin. 


Von 


Hellmut Bredereck und Eugen Geyer. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1938.) 


In friiheren Untersuchungen’) hatten wir festgestellt, daB selbst 
hinsichtlich ihrer #-Glucosidase-Wirkung hochwertige Emulsin- 
priparate aus Sii®mandeln (8-Glucosidase-Wert 1 und 7) in der 
Lage sind, Phosphorsiureester bei p, = 4,9 zu spalten. AuBer 
dieser phosphatatischen (= nucleotidatischen) Wirkung fanden 
wir gleichzeitig eine polynucleotidatische Wirkung, was eine ein- 
fache Darstellung der Nucleoside erméglichte?). Von Fleury und 
Courtois’) wurde auBerdem eine pyrophosphatatische Wirkung 
in Emulsinpraparaten festgestellt. Im Trypsin (Merck) fanden wir 
eine ,,alkalische“ Phosphatase (= Nucleotidase) sowie eine ,,saure“ 
(Py = 4,9) und , alkalische“ (p,,= 8,5) Polynucleotidase. Wir werden 
iiber diese Versuche mit Trypsin demnichst in anderem Zu- 
sammenhang berichten. 

Im Rahmen anderweitiger Untersuchungen haben wir gepriift, 
ob Emulsin- sowie Trypsin-Priparate in der Lage sind, Phosphor— 
Stickstoff(P—N)-Bindungen zu spalten. Als Substrate wahlten 
wir das schon von Ichihara‘) zum Nachweis einer Phospho- 
amidase benutzte Phenylphosphorsiure-anilid (I) und Phosphor- 
siiure-p-chloranilid (II). Beide Substanzen erwiesen sich auch im 


O 0 
on rr we | an 
eZ ip cal \ Il HO—P_NH/ \or 


a 4 po a ‘fo. 
OH OH 
1) Bredereck u. Beuchelt, Naturw. 24, 107 (1936); Bredereck, 
Beuchelt u. Richter, Diese Z. 244, 102 (1936). 
*) Bredereck, Ber. chem. Ges. 71, 408 (1938). 
8) Enzymologia (Nd.) 1, 377 (1937). 
4) J. of Biochem. 18, 87 (1933). 
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sauren Gebiet als verhaltnismiBig stabil. Von Waldschmiit- 
Leitz*) ebenso von Ichihara‘) war bereits gezeigt worden, daf 
die Phosphoamidasen von den Phosphatasen verschieden sind. 
Die mit Si8mandel-Emulsin (@-Glucosidase-Wert = 1) hej 
Py = 4,9 und 2,15 durchgefiihrten Versuche ergaben, daB beide 
Substrate gespalten werden. Wiahrend Phenylphosphorsiure-anilid 
bei p,, = 4,9 schneller als bei 2,15 gespalten wird, verlauft dic 
Spaltung von Phosphorsdure-p-chloranilid bei p, = 2,15 am 
raschesten. Bei p,, = 8,5 wurde keine Spaltung beobachtet. Da 
wir andererseits in Erweiterung unserer friiheren Versuche fanden, 


daB Siiimandel-Emulsinpraparate auch bei p,, = 8,5 eine phos- 
phatatische Wirkung besitzen, ergibt sich auch aus diesen Befunden 
einwandfrei die Verschiedenheit von ,,alkalischer“ Phosphatase 


und Phosphoamidase. 

Ansitze. Hauptversuch: 80 ccm m/100-Substratlésung, 40 ccm 
Fermentlésung, 40 ccm Pufferlésung, 40 ccm Wasser. Kontrollversuch: 80 ccm 
m/100-Substratlésung, 40ccm Pufferlésung, 80ccm Wasser. — Temperatur 37°. 

Die Substratlésung wurde in der Weise hergestellt, daB die abgewogene 
Menge in Wasser aufgeschlimmt und mit der berechneten Menge n/20-NaOH 
durch Neutralisation in Lésung gebracht wurde. Die Substratlésungen wurden 
jeweils unmittelbar vor einem Versuch frisch bereitet. — Zur Herstellung 
der Fermentlésung wurde eine 1°/,ige Aufschlémmung von Sii8Bmandel- 
Emulsin (9-Glucosidase-Wert = 1) in Wasser tiber Nacht im Eisschrank auf- 
bewahrt und anschlieBend filtriert. — Als Puffer dienten: py = 2,15: 
Glykokoll-Salzsiure, py = 4,9: Essigsiure—Natriumacetat, py 8,5: Veronal. 

Zur Bestimmung der abgespaltenen Phosphorséiure wurden jeweils 
60 ccm entnommen und zur Unterbrechung der Spaltung in ein durch Eis- 
wasser gekiihltes Becherglas einpipettiert. Die abgespaltene Phosphorsiiure 
wurde unter Eiskithlung als NH,MgPO, gefillt und als (NH,),PO,-12 Mo®, 
zur Wigung gebracht. Faktor: 0,014524. 


Emulsin und Phenylphosphorsiiure-anilid. 





H-K 














Hauptversuch (/) Kontrollversuch (K) 
Dauer . 1. der 
in Stdn. mg | */o der mg | °/o der a 
Molybdat | Spaltung Molybdat | Spaltung Spaltung 
Pu = 2,15 
1 27,5 5,4 Spur | a 5,4 
3 51,6 10,1 37,7 | 1,4 2,7 
24 161,5 31,5 83,7 16,3 15,2 
Pu = 4,9 
1 36,3 7,1 0 0 7,1 
3 66,5 13,0 0 0 13,0 
24 155,6 30,3 Spur — 30,3 








5) Biochem. Z. 208, 360 (1933). 
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" ‘ Emulsin und Phosphorsdure-p-chloranilid. 
Cay — 
. Hauptversuch (H) Kontrollversuch (Kk) H-—K 
hei Dauer |— , | 9% der 
a “» Std mg °%/, der mg | °/, der . 
s in Stdn. | /o ae 
side Molybdat Spaltung Molybdat | Spaltung paltung 
lid LS —— ——— —————————— — — — — — = — - — = — ~ 
die Po = 2,15 
3/, 120,5 | 28,5 0 0 23,5 
am 1"), 195,9 | 88,2 74,0 14,4 23,8 
Da 2", 255,9 | 49,9 125,8 24,5 25,4 
len, Pu = 4,9 
1OS- 1 49,0 9,6 0 0 9,6 
as 3 110,2 21,6 0 0 21,6 
24 4328 84,4 142,1 27,7 56,7 
ASE 
Pa = 8,5. 
— Die Zusammensetzung der Ansiitze war gegeniiber den vorstehenden 
— wie folgt abgedndert: 
370 Hauptversuch: 40 ccm m/50-Substratlésung, 140 ccm Veronalpuffer, 
i 20 cem 2°/,ige Emulsinlésung. 
‘OH Kontrollversuch: 10 ccm m/50-Substratlésung, 35 cem Veronalpuffer, 
deo 5 cem Wasser. 
ung Die Emulsinlésung war unter Anwendung der doppelten Menge Ferment 
di. wie oben hergestellt worden. 
anf. Die nach 1, 2, 4 Tagen entnommenen Proben zeigten im Hauptversuch 
‘15: und Kontrollversuch keine Abspaltung von Phosphorsiure. 
nal. Fiir die mit Trypsin (Merck) durchgefiihrten Spaltungsversuche 
wurde als Substrat lediglich Phosphorséure-p-chloranilid verwendet. 
a Die bei p,, 4,9 und 8,5 durchgefiihrten Versuche zeigten in beiden 
00, Killen eine Spaltung. Die bei p,, 4,9 innerhalb 6 Stunden beob- 
achtete Spaltung ist allerdings nur gering (3,9°/,). Bei lingerer 
Dauer wird die durch das Ferment bewirkte Spaltung durch die 
_— einsetzende Kigenhydrolyse des Substrats iiberlagert. Da wir im 
| Trypsin keine saure Phosphatase (p,, 4,9) feststellen konnten, ergibt 
sich aus diesen Versuchen die Verschiedenheit der ,,sauren“ 
B Phosphatase und Phosphoamidase. 


Ansitze. Hauptversuch: 80cem m/100-Substratlésung, 40 ccm Ferment- 
lisung, 40 cem Pufferlésung, 40 ccm Wasser. Kontrollversuch: 80 ccm 
m 100-Substratlésung, 40 cem Pufferlésung, 80 cem Wasser. 

Als Fermentlésung wurde eine 10°/,ige filtrierte wiBrige Trypsinlésung 
verwendet. Trypsin enthielt freien anorganischen Phosphor, der bei den 
Versuchen jeweils in Abzug gebracht wurde. In Blindversuchen bei py 4,9 
und 8,5 wurde festgestellt, daB der Phosphorgehalt wiihrend 72 stiindiger 
Versuchsdauer konstant blieb. Bemerkenswert ist noch die bei py 8,5 und 
37° bei 72stiindigem Stehen auftretende Selbstverdauung, die sich in einer 
flockigen EiweiBausscheidung duBert. Die dadurch auftretenden Filtrier- 
schwierigkeiten wurden dadurch umgangen, da8 jeweils zentrifugiert wurde. 
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Trypsin und Phosphorsiiure-p-chloranilid. 





































Hauptversuch (H) Kontrollversuch (K) H—K 
Dauer [|—— ot eee Robes oder 
in Stdon. mg | % der mg */o der : 
Molybdat Spaltung | Molybdat Spaltung | Spaltung 
Pu = 4,9 
2 (15,8) *) 0 0 0 0 0 
4 (23,4) 6,9 1,4 0 | 0 1,4 
6 (36,5) 20,0 8,9 Spur | 0 3,9 
Pu = 8,9 
24 (15,4) 0 | 0 0 | 0 0 
48 (67,8) 52,4 | 10,2 0 | 0 10,2 
72 (94,4) 79,0 | 15,4 0 0 15,4 











*) Die eingeklammerten Zahlen geben die Molybdatmengen vor Abzug 
des im Trypsin enthaltenen freien P an. 


Wir haben somit gefunden, daf Emulsin nur eine ,,saure“ 
Phosphoamidase, jedoch eine ,,saure“ und ,,alkalische“ Phosphatase 
enthalt; Trypsin hingegen besitzt eine ,,saure“ und _ ,,alkalische|, 
Phosphoamidase, aber nur eine ,,alkalische“ Phosphatase. 


Der Akademischen Selbsthilfe Leipzig sind wir fii 
das dem einen von uns (Dr. Geyer) gewihrte Stipendium zu bef 
sonderem Dank verpflichtet. 














Try psin 
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Itung Vitamin C in Meeresalgen. 
_y Von 
) Gulbrand Lunde und John Lie. 
9 Mit 12 Figuren im Text. 
) (Aus Hermetikkindustriens Laboratorium, Stavanger, Norwegen. 
),2 Forschungslaboratorium der Norwegischen Konservenindustrie.) 
4 (Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juni 1938.) 
Abzug 
Tressler’) gibt an, daB einige Meeresalgen, Fucus vesiculosus 
aure’ind Laminaria digitata eine antiskorbutische Wirkung haben 
1atastilien. Nach Foslie2) werden gewisse Meeresalgen von der Be- 
sche ilkerung in Norwegen, Island, Faréyane und Irland als Nahrungs- 
ittel verwendet. Der gleiche Verfasser gibt an, daB auch die 
fi evélkerung in Grénland die Meeresalgen als Nahrung verwenden. 
c “ee iese Mitteilung wurde kirzlich von Héygaard’) bestitigt, der 


“Pech den Vitamin C-Gehalt von einigen Meeresalgen durch Titration 
mittelte. Die Verwendung von Meeresalgen als Nahrungsmittel 
n fernen Osten und auch in Hawaii ist ja bekannt. 

Ks liegt nahe einen Vitamingehalt der Meeresalgen anzunehmen, 
rr diese in gewissen Gebieten so geschitzt macht. Es liegen 
ver nur wenige Arbeiten iiber den Vitamingehalt der Meeresalgen 
yr. Van Kekelen‘*) bestimmte durch Titration den Vitamin 
‘(Gehalt einiger Meeresalgen und fand Werte zwischen 30 und 
img pro 100g. B. von Euler und H. von Euler’) geben fiir 
Griinalgen Werte von 4—5 mg Ascorbinsiure pro 100g an. 
ya und Hirosawa®) bestimmten den Vitamin C-Gehalt durch 
itration in zwei japanischen Algen, Laminaria japonica und 
orphyra tenera. Lunde‘) bestimmte den Vitamin C-Gehalt in 
mnigen Braunalgen. Die gefundenen Werte schwankten zwischen 
und 46 mg Vitamin C pro 100 g. In 2 Rotalgen wurden Werte 
wischen 24 und 36 mg Vitamin C pro 100 g gefunden. Norris, 
imeon und Williams) bestimmten ebenfalls den Vitamin C-Gehalt 
iniger Algen durch Titration. Fiir Braunalgen finden sie 4—53 mg 
ro 100 g, fiir Griinalgen 11—46 mg und fiir Rotalgen 1—60 mg 
ro 100 g, fiir Braunalgen und Rotalgen aus gréBerer Tiefe be- 
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deutend geringere Werte, 1—2 mg pro 100g. In der bereits 
erwihnten Arbeit von Héygaard gibt er fiir vier verschiedene 
Algen Werte von 11—47 mg pro 100 g an. 

Samtliche hier referierten Untersuchungen sind lediglich titri. 
metrisch ausgefiihrte Bestimmungen, deren Richtigkeit nicht bio. 
logisch kontrolliert wurde. Wir haben deshalb in der vorliegenden 
Arbeit die titrimetrisch ausgefiihrten Bestimmungen des Vitamin 
C-Gehaltes zu einem groBen Teil biologisch nachgepriift. 


Titrimetrische Bestimmungen. 


Fiir die Bestimmungen wurden stets nur frisch geerntete Proben ver. 
wendet. Eine abgewogene Menge der kleingeschnittenen Alge wurde it 
5°/, Schwefelsiure unter Durchleiten von Kohlensaure in der Hitze extrahiert 
nach der von Mathiesen und Aschehoug im hiesigen Institut aus. 
gearbeiteten Methode*). Nach einer Extraktionsdauer von etwa 15 Minuten 
wurde die Lésung unter Kohlenséure abgekiihlt und abgepreBt, auf ein 
bestimmtes Volum gebracht und mit einer eingestellten 2,6 Dichlorphenol- 
Indophenol-Lésung titriert. Uber weitere Einzelheiten sei auf die erwihnte 
Arbeit von Mathiesen und Aschehoug’) verwiesen. 

Bei der Untersuchung von Rotalgen 1liBt sich die Extraktion mit 
Schwefelsiure schwerer anwenden, da der rote Farbstoff extrahiert wird. 
Wir haben deshalb die Extraktion in phosphorsaurer Lésung durchgefiibrt. 
Auch bei der Untersuchung der Griinalge, Ulva lactuca, verwendeten wir 
Extraktion in phosphorsaurer Lésung. Das Ergebnis der Titrationen geht 
aus der Tab. 1 hervor”*). 

Wir hielten es deshalb fiir wichtig zu untersuchen, ob der 
titrimetrisch bestimmte Reduktionswert tatsichlich auf einen 
Gehalt an Ascorbinsiure zuriickzufiihren sei, insbesondere da die 


gefundenen Werte fiir einige Algen so groB sein sollen, daB diese 


zu den Vitamin C-reichen Produkten gezihlt werden miissen und | 


deshalb als antiskorbutisches Mittel nicht ohne Bedeutung sein 


diirften. 
Biologische Bestimmungen von Vitamin C. 


Zahnschnittmethode. 


Da die Verfiitterung von Meeresalgen an Meerschweinchen recht 
schwierig ist, versuchten wir zuerst einige Bestimmungen nach der Zahn- 
schnittmethode durchzufiihren, da man nach dieser Methode mit einer 
kiirzeren Fiitterungsperiode arbeiten kann. Wir verwendeten bei diesen 
Untersuchungen die von Key und Elphick*’) angegebenen Modifikationen 
der urspriinglichen Methode von Héyer™**). Die Versuchszeit war 14 Tage. 


*) Ein Teil der in den Tab.1 und 2 aufgefiihrten Bestimmungen wurde von 

Aage Jakobsen und Erling Kvalheim im hiesigen Institut ausgefiihrt. 

**) Die biologischen Bestimmungen nach der Zahnschnittmethode wurden 

von Valborg Aschehoug und Rolf Vesterhus im hiesigen Institut aus- 
gefihrt. 
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Tabelle 1. 


Titrimetrisch ermittelte Reduktionswerte von Meeresalgen. 








Reduktionswert berechnet als 











Anzahl ]-Ascorbinsiure (Vitamin C) 
Alge Monat | “*er- Jin mg pro 100 g feuchte Substanz 
suchte ——— 
ities Schwankungs- a 
breite Jurehschnitt 
Chlorophyceae 
Ulva laetueca Febr. 1 27 27 
April 1 28 28 
Fucoideae 
Laminaria digitata Sept. 1 11 11 
Dez. 3 3—F 4 
Jan. 1 3 3 
Febr. 3 8—17 11 
Mirz 4 8—16 10 
April 3 10-—20 15 
Mai 1 15 15 
Laminaria cloustoni Febr. 1 10 10 
Mirz 3 12-29 18 
April 1 47 | 47 
Mai 1 29 29 
Laminaria saccharina] Jan. 2 6—8 7 
Febr. 1 4 4 
Mirz 3 5—15 | 11 
April 2 7—18 13 
Mai 1 24 | 24 
Alaria esculenta Dez. 4 10—13 11 
Jan. 1 24 24 
Febr. 1 19 19 
Miirz 3 19—31 23 
April 1 25 25 
Mai i 29 | 29 
Ascophyllum nodosum | Sept. 7 44—88 | 62 
Novbr. 2 33—44 39 
Dez. 1 30 | 30 
Febr. 2 21—38 | 30 
Mirz 3 12—61 34 
April 8 27—7T5 37 
Mai 1 32 | 32 
Fucus vesiculosus Sept. 5 59—108 77 
Novbr. 1 39 39 
Dez. 1 13 13 
Febr. 2 21—30 26 
Miirz 4 8—32 24 
April 1 28 | 28 
Mai 1 29 | 29 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 


— ey 














Fucus serratus 


Reduktionswert berechnet als 
Anzahl ]-Acorbinsiure (Vitamin C) 
Alge Monat | @2te?- | in mg pro 100g feuchte Substanz 
suchte |- TH 
Proben ¥ tana Bs | Durchschnitt 
Sept. 3 36—59 48 
Dez. 1 11 11 
Febr. 1 19 19 
Mirz 2 40—46 43 
Mai 1 7 47 
Himanthalia lorea Dez. 1 28 | 28 
Jan. 1 28 28 
Febr. 1 28 28 
Miirz 1 28 28 
April 1 31 31 
Mai 1 59 59 
Pelvetia canaliculata | Jan. 1 31 31 
April 1 40 40 
Rhodophyceae 
Rhodymenia palmata | Sept. 3 40—50 46 
Okt. 1 49 49 
Novbr. 1 46 | 46 
Jan. 1 40 | 40) 
Febr. 3 23—30 27 
Mirz 3 22—25 24 
April 9 20—36 29 
Mai 2 27—45 36 
Gigartina mamillosa | Febr. 1 26 26 
Mirz 3 23—4l 33 
April 1 57 57 
Mai 1 63 63 
Porphyra umbilicalis | Jan. 1 50 50 
Febr. 1 44 44 
Mirz 1 63 63 
April 1 61 61 
Mai 4 57—142 83 


in welcher Zeit die Tiere eine Vitamin C-freie Kost und die zu untersuchende 
Alge bzw. Ascorbinsiiure als Kontrolle erhielten. Nach AbschluB der Ver- 
suchszeit wurden die Tiere getétet und obduziert und eine Réntgenphoto- 


graphie der Rippen aufgenommen. Von den Ziihnen wurden histologische 


Schnitte dargestellt, die nach dem Standard von Key und Elphick be- 


urteilt wurden. 
Der Versuch umfaBte negative Kontrolltiere und positive 


Kontrolltiere, die 1 bzw. 2 mg Ascorbinsiure pro Tag erhielten. 
Je zwei Versuchstiere erhielten Rhodymenia palmata bzw. Asco- 
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phyllum taglich frisch verabreicht in einer Menge, die einem 
Ascorbinsiuregehalt von 2 mg entsprach, berechnet nach dem 





tiiglich titrimetrisch ermittelten Ascorbinsiiuregehalt der Alge. 
Das Ergebnis dieses Versuches geht aus T'ab. 2 hervor. 
Tabelle 2. 
Vitamin C-Bestimmungen nach der Zahnschnittmethode. 
ee Eo ’ 
§ os rs) + = se ad 
iii Sale [so [ & Réntgen- a 
C-Vitamin- |o2 3] eo) tw GX te ; a9 
Ss/2 4/2 che” - Autopsie untersuchung | & 
quelle aie o.5 = S ie der Rippe * S 
S019 fs is er Rippen | > 
fais IR [28 h 
ie be © 
Negatives -_ Skorbutzeichen , 
Kontrolltier | © 1826) S39) + 1 i. d. Hinterbeinen Normal 
Negatives — eo P {Starke Skorbut- Schwache 
mips eager 0 |352]373] + 21]\zeichen in den |g, . , 0,5 
Kontrolltier | Skorbutzeichen 
Hinterbeinen 
Ascorbinsiiure | 1 | 303]368] + 65 Normal Normal 2 
‘ 1 13001368} + 68 " 2 
‘ 2 |305|382] + 77 a 4 
2 [275/352] + 77 ss 3 
Negatives \ ° ¢ 
: ? : ) 
Kontrolltier f il ‘ek us ios ' 
Negatives sit wi Schwache 
Kontrolltier ll ies weet idee Skorbutzeichen| ° 
Rhodymenis | 2 1324]390] + 66 om Normal 0,5 
palmata | 
R i. 2 1332/3899] + 57 - 2 0.5 
palmata 
Ascophyllum | 2 [274/395] +121 . 4 
‘ 2 |350]476| +126 : 4 
Aus den Versuchen geht hervor, daB die Braunalge, Asco- 





























phyllum, in einer Menge verabreicht entsprechend einem Titrations- 
wert von 2 mg Ascorbinsiure pro Tier pro Tag, die Tiere genau 
so gut gegen Skorbut schiitzt wie eine entsprechende Menge 
Ascorbinsiiure. Rhodymenia palmata wirkt dagegen nicht schtitzend. 
Die bei dieser Rotalge gefundene reduzierende Wirkung kann 
also nicht auf einen entsprechenden Gehalt an Ascorbinsiure 
zuriickgefiihrt werden. 

Dieses Ergebnis war iiberraschend, da besonders diese Alge 
von der Bevélkerung in den nordischen Liindern geschitzt wird. 
Kine eingehende Untersuchung dieser Frage war auch deshalb von 
Bedeutung, da wir hier einen Fall vor uns hatten, wo gewisse 


16* 
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Verbindungen die iibliche Vitamin C-Titration stéren. Bei der 
weiteren Untersuchung dieser Frage gingen wir zu der therapeuti- 
schen Bestimmungsmethode iiber, die ebenfalls rascher durch- 
zufiihren ist als die prophylaktische. 


Therapeutische Methode. 


Wir verwendeten die Methode in der Art, wie sie von Demole"') an- 
gegeben wird. Junge Meerschweinchen mit einem Gewicht von etwa 250 ¢ 
wurden auf die Vitamin C-freie Kost gesetzt, die seit Jahren in diesem 
Institut mit Erfolg verwendet wurde ® *%): 

Haferflocken 50°/,, Weizenkleie 20°/,, Magermilchpulver, 2 Stunden 
bei 110° erwirmt, 15°/,, Butterfett mit 1°/, Dorschlebertran 10°/,, Hefe- 
extrakt (Marmit) 3,5°/,, Kochsalz 1°/,, Salzmischung (Osborne) 0,5°/). Dazu 
erhielten die Tiere noch Heu, das bei 10 Pfund in 60 Minuten erhitzt worden 
war, ad lib. Auf diese Nahrung gesetzt sterben die Tiere im Laufe yon 
héchstens 4 Wochen mit schweren Skorbutzeichen (vgl. Fig. 1). Das Gewicht 
hat aber bereits nach 2 Wochen abgenommen und die Tiere zeigen deutliche 
Skorbutzeichen. Gibt man den Tieren in diesem Stadium Ascorbinsiiure, 
0,5mg pro Tag, erholen sie sich, das Gewicht nimmt nach kurzer Zeit 
wieder zu und die Skorbutzeichen gehen zuriick. Die Versuchsperiode ist 
hier nur etwa 2 Wochen. 
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Fig. 1. 
Gewichtskurven von Meerschweinchen auf die Vitamin C-freie Grundkost. 
Negative Kontrolle. 


Nach dieser Methode untersuchten wir Proben von den Braun- 
algen Fucus vesiculosus, Fucus serratus, Ascophyllum nodosun 
und von der Rotalge Rhodymenia palmata. Es zeigte sich 
wiederum, daB es sehr schwer ist, den Tieren die Alge direkt zu 
geben. Wir haben deshalb Extrakte der Algen dargestellt. 
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100 g der zu untersuchenden Alge wurde fein geschnitten 
und 15 Minuten mit 150 ml einer 4°/,igen Citronensiurelisung 
unter Kohlensiureatmosphire gekocht. Die Lisung wurde unter 
Kohlenséure abgekiihlt, der Extrakt ohne Auswaschen abgepreBt. 
Der Reduktionswert des Extraktes wurde durch Titration mit 
Dichlorphenol—Indophenol bestimmt. Der Extrakt enthielt niemals 
die volle Menge des in der Alge enthaltenen Vitamin ©, was wir durch 
Titration eines Schwefelsiureextraktes derselben Alge feststellen 
konnten. Die mit der Citronensiurelésung extrahierte Vitaminmenge 
betrug im allgemeinen 50—60°/, der totalen Vitaminmenge. 


C. 
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Fig. 2. Fucus vesiculosus. Fig. 3. Fucus serratus. 
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Fig. 4. Ascophyllum. Fig. 5. Rhodymenia. 

Fig. 2—5. Gewichtskurven von Meerschweinchen. Vitamin C-Bestimmungen ‘in Citronen- 

siureextrakten von Meeresalgen nach der therapeutischen Methode. Der senkrechte Pfeil 

gibt den Anfang der Verfiitterung des Algenextraktes an. Die Zahl gibt den im Algenextrakt 

titrimetrisch ermittelten Vitamin C-Gehalt der taglich verfiitterten Menge an. 
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Von diesem Extrakt erhielten die Tiere tiiglich so viel, daB es 0,5 
bzw. 0,7 mg der im Citronensiureextrakt titrierten Ascorbinsiure. 
meuge entsprach. Das Ergebnis der Versuche geht aus Fig. 2—5 
hervor. Es zeigt sich, daB 0,5—0,7 mg Ascorbinsiiure (titrimetrisch 
ermittelt) keine deutliche Heilung des Skorbuts hervorruft. Die 
beste Wirkung hat anscheinend Ascophyllum nodosum. Rhodymenia 
palmata hat nur eine auBerordentlich geringe Wirkung. Dies ist 
somit in Ubereinstimmung mit dem bereits nach der Zahnschnitt- 
methode erhaltenen Ergebnis. 

Bei diesen Versuchen war es notwendig, um den Tieren eine 
geniigende Menge Ascorbinsiure zu geben, recht groBe Dosen des 
Citronensiureextraktes zu verfiittern. Die Tiere erhielten bis zu 
20 ml der 4°/,igen Citronensiiurelésung pro Tag. Wir halen 
deshalb angenommen, daB die schwankenden, teilweise negativen 
Ergebnisse darauf zuriickzufiihren sind, daB die Tiere, die bercits 
am Anfang des Versuches schwere Skorbutzeichen aufwiesen, die 
groBen Citronensiuremengen nicht vertragen haben. Bei den 
Tieren, die Ascophyllum erhielten, war das Wachstum am besten 
und die Skorbutzeichen am geringsten. Da diese Alge die 
héchsten Reduktionswerte zeigte (vgl. Tab. 1), wurden auch hier 
die geringsten Extraktmengen verfiittert. 


Halb-prophylaktische Methode. 


Um diese Komplikation auszuschalten, haben wir in einer 
neuen Versuchsserie in den Algenextrakten vor der Verfiitterung 
die Citronensiiure entfernt, indem wir Calciumcarbonat im Uber- 
schuB zusetzten, und zwar jedesmal kurz vor der Verfiitterung der 
Tiere. Sofort danach wurde der Extrakt titriert und die zu ver- 
fiitternde Menge nach dem Titrationswert berechnet. 

Um weiter die Komplikationen auszuschalten, die dadurch 
entstehen, daB die Tiere vor dem Anfang der Verfiitterung bereits 
schwer skorbutisch werden, wobei ein betrichtlicher Prozentsatz 
der Tiere zugrunde geht, wurde die Verfiitterung bereits 11 Tage, 
nachdem die Tiere auf Vitamin C-freie Kost gesetzt waren, an- 
gefangen. Die Tiere hatten zu diesem Zeitpunkt im allgemeinen 
nicht an Gewicht abgenommen und zeigten noch keine Skorbut- 
zeichen. Fig. 6 zeigt Versuche mit reiner Ascorbinsiiure nach 
dieser ,,halb-prophylaktischen“ Methode. Diese Methode wird 
auch von Zilva}%) angewendet. 

Nach dieser halb-prophylaktischen Methode untersuchten wi! 
die Braunalgen Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Alaria 
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esculenta und Laminaria cloustoni sowie die Rotalgen Rhodymenia 
palmata und Porphyra umbilicalis. Das Ergebnis der Versuche 
geht aus Fig. 7—11 hervor, und zeigt, daB 0,5 mg der titri- 
metrisch ermittelten Ascorbinsiure fiir die untersuchten Braun- 
algen und fiir Porphyra umbilicalis gegen Skorbut schiitzend 
wirkt. Dagegen finden wir fiir Rhodymenia palmata sogar mit 
|,0mg des titrimetrisch ermittelten Wertes nur ungeniigenden Schutz. 
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Fig. 6. 
Gewichtskurven von Meerschweinchen auf Vitamin C-freie Grundkost, die vom 11. Tage an 
0,25, 0,5 oder 1,0 mg reine l-Ascorbinsiure pro Tag erhielten. Positive Kontrolltiere nach 
der halbprophylaktischen Methode. 


Der titrimetrisch ermittelte Reduktionswert ist also fiir 
Rhodymenia, in Ubereinstimmung mit den bereits oben referierten 
Versuchen, nicht identisch mit einer entsprechenden Menge 
Ascorbinsaure. 

Die Wachstumskurven zeigen uns aber, daB die Tiere, die 
Rhodymeniaextrakt erhielten, etwas linger am Leben bleiben und 
etwas spiiter die Skorbutsymptome aufweisen als die negativen 
Kontrolltiere. Die Alge mu8 deshalb etwas Vitamin C enthalten. 
Um zu untersuchen, wieviel Vitamin C in der Alge tatsichlich 
vorhanden ist, erhéhten wir die taglich verabreichte Menge Rho- 
dymenia zu 5g (als Extrakt verabreicht), und in einem zweiten 
Versuch zu 9g. Da das Wachstum nicht ganz zufriedenstellend 
war, wurde diese Menge nach 3 Wochen zu 13 g und nach 
2 weiteren Wochen zu 20 g erhdht. Mit dieser Menge zeigten 
die Tiere, wie aus den Kurven in Fig. 12 hervorgeht, gutes Wachs- 
tum. Die Fiitterung mit Rhodymeniaextrakt dauerte im ganzen 
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7'/, Wochen, also 2'/, Wochen mit der gréBten Dose. 
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Die Ob. 


duktion zeigte, daB zwei Tiere normal waren, das eine Tier zeigtc 
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8. Ascophyllum. 
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Fig. 10. Porphyra. 
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Fig.11. Rhodymenia. 
Fig. 7—11. Gewichtskurven von Meerschweinchen. 


senkrechten Pfeil). 


Vitamin C- Bestimmungen in Citronen- 
siureextrakten, worin die Citronensdure entfernt war, nach der halbprophylaktischen Methode. 
Die Verfiitterung des Algenextraktes wurde am 11. Tag angefangen (angezeigt durch den 
Die Zahl gibt den im Algenextrakt titrimetrisch. ermittelten Vitamin U- 

Gehalt der taiglich verfiitterten Menge an. 
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eine leichte Hamorrhagie im einen Hinterbein. Eine Réntgen- 
untersuchung der Rippen zeigte, daB ein Tier vollstindig normal 
war und die zwei anderen leichte Skorbutzeichen aufwiesen. 
Dies kann aber davon herriihren, daB die Tiere im ersten Teil 
der Versuchszeit eine ungeniigende Menge Vitamin C erhielten, 
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Fig. 12. 


Gewichtskurven von Meerschweinchen. Auer der Vitamin C-freien Basalnahrung erhielten 
die Tiere von den durch die Pfeile angezeigten Zeitpunkten ab Citronensiure-freien Extrakt 
von Rhodymenia palmata entsprechend einer tiglichen Menge von 5—20 g frische Alge. 


und daB die Verinderungen an den Rippen nicht vollstaindig 
verschwunden waren. Der Versuch zeigt uns demnach, dab die 
Tiere mit 45 ml des Rhodymeniaextraktes tiglich gegen Skorbut 
fast volilstandig geschiitzt werden, also etwa 0,5 mg Ascorbinsdure 
pro Tag entsprechend. 45 ml entsprechen 20 g der feuchten Alge. 
Da der Extrakt etwa die Halfte des totalen Vitamin C-Gehaltes 
enthalt, berechnet sich der Vitamin C-Gehalt von Rhodymenia 
palmata zu 5 mg pro 100 g feuchter Substanz, also etwa 1/,, des 
titrierten Wertes. Der weit gréBte Teil des titrimetrisch er- 
mittelten Reduktionswertes ist also nicht auf einen Gehalt an 
Vitamin C zuriickzufiihren. 

Fir gewisse tierische Produkte, die ebenfalls andere redu- 
zierende Kérper enthalten, die mit Dichlorphenol—Indophenol, 
reagieren, empfehlen Emmerie und van Ekelen eine Bestim- 
mungsmethode fiir Vitamin C, nach welcher die anderen redu- 
zierenden Kérper vor der Titration mit Quecksilberacetat aus- 
gefallt werden 4), 

Wir haben diese Methode auf Rhodymenia palmata an- 
gewendet. Nach Extraktion mit Trichloressigsiure, Fallung mit 
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Quecksilberacetat und nachfolgender Behandlung mit Schwefel. 
wasserstoff wurde der Extrakt wie iiblich titriert. Als Kontrolle 
wurde Apfelsinensaft in der gleichen Weise behandelt. Die Ver. 
suche zeigten, dab die Reduktionswirkung nach Fiallung und 
Reduktion unverindert war. Die vorhandenen reduzierendey 
Kérper, die nicht mit Ascorbinsiure identisch sind, lassen sich 
also durch Fallung mit Quecksilberacetat nicht entfernen. Norris 
und Mitarbeiter’) kamen bei der Untersuchung von Rhodymenia 
nach derselben Methode zum gleichen Ergebnis wie wir. 


Versuche mit enzymatischer Oxydation der 1-Ascorbinsaure. 

Szent-Gyoérgyi?) fand zuerst im Kohl ein Enzym, das die 
Oxydation des Vitamin C katalysiert. Tauber, Kleiner und 
Mishkind'!*) haben ebenfalls die Existenz einer Ascorbinsiiure- 
Oxydase im Kiirbis festgestellt. Wihrend das Enzym die Oxy- 


dation des Vitamin C katalysierte war es ohne Wirkung auf 


Phenole, Glutathion, Cystein und Adrenalin. Kertesz, Dearborn 
und Mack?’) haben die Anwesenheit von derartigen Ascorbinsiiure- 
Oxydasen in einer Reihe von Gemiisen festgestellt. Johnson 
und Zilva}§’) haben ein Enzym aus Kohl dargestellt, das 1-As- 
corbinsaiure und d-Gluco-Ascorbinsiure oxydiert. In einer spiteren 
Arbeit !*) haben die gleichen Autoren gefunden, daf das Enzym 
die mit Vitamin C isomeren Verbindungen oxydiert. Die Reaktious- 
geschwindigkeit ist aber von der Konfiguration abhingig. 

Da der Extrakt aus Rhodymenia palmata reduzierende Kérper 
enthalt, die mit Vitamin C nicht identisch sind, haben wir einen 
enzymatischen Abbau des Vitamin C versucht. Die Oxydase wurde 
aus Blumenkohl nach der Vorschrift von Johnson und Zilva“ 
dargestellt. Der Kohl wurde bei + 1° gefroren, im Fleischwoli 
fein zermahlen und gepreBt. Der erhaltene Extrakt zeigte sich 
als sehr wirksam. Mit diesem Enzymextrakt untersuchten wir 
den Abbau der 1]-Ascorbinsaéure in einer Lésung von reiner As- 
corbinsiiure (80 mg in 100 ml), in einem neutralisierten abgepreBten 
Apfelsinensaft und in Extrakten von den Rotalgen Rhodymenia 
und Porphyra, die durch Extraktion von 50 g frischem Tang mit 
100 ml 5°/, Metaphosphorsiiure erhalten waren. Die Algenextrakte 
waren neutralisiert. 

3 ml der Extrakte (von Rhodymeniaextrakt 5 ml) wurden mit 


11,5 ml einer Phosphat—Citrat- oder Natriumphosphat-Pufferlosung | 


gemischt und 0,5 ml der Enzymliésung zugesetzt. In einer parallelen 
Serie mischten wir 3 ml des Extraktes mit 12 ml Pufferldsung 
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ohne Enzymzusatz. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurde 
mit Dichlorphenol—Indophenol titriert und die Titrationswerte 
auf 1-Ascorbinsiure umgerechnet. Die erhaltenen Werte sind in 


Tab. 3 enthalten. 
Tabelle 3. 


Wirkung der Ascorbinsiure-Oxydase auf Extrakte von Meeresalgen, 
verglichen mit reiner Ascorbinsiure und Apfelsinensaft. 




















_ Ascorbinsiiure | Apfelsinensaft}] Rhodymenia Porphyra 

fel Se a Fe m 
n mit ohne | mit | ohne] mit | ohne] mit | ohne 

ron Enzym Enzym | Enzym/Enzym|Enzym Enzym Enzym Enzym 

Po = 5,5 5,2 5,7 | 55 | 5,5 | 52 | 56 | 5,4 

~~ 0,45 | 0,49 | 0,86 | 0,38 | 0,097 | 0,097] 0,17 0,20 
10 0,21 0,49 | 020] — | 0,00 0,097] 0,00 0,20 
30 0,13 0,48 | 0,09 | 0,38 | 0,00 0,097] 0,00 0,20 
60 0,06 0,48 |<0,02 | 0,37 — | . ~ , 
90 <0,02 | 048 | — as pe ae ee at 

















Nach etwa 60 Minuten ist die l-Ascorbinsiure sowohl in der 
Lisung von reiner Ascorbinsiiure als im Apfelsinensaft vollstindig 
oxydiert, wahrend das Vitamin C in den Kontrollproben ohne 
Enzym noch quantitativ vorhanden ist. In den Extrakten von 
Rotalgen sind die reduzierenden Ko6rper bereits nach 10 Minuten 
durch Titration nicht mehr nachweisbar. 

Die reduzierenden Kérper in Rhodymenia werden somit 
quantitativ vom Enzym oxydiert. 

Ob es sich hier um eine isomere weniger wirksame Ver- 
bindung der 1-Ascorbinsiure handelt oder ob andere unwirksame 
reduzierende Kérper vorliegen, laBt sich aus unseren Unter- 
suchungen nicht entscheiden. Unsere Enzymlésung war auf 
Glutathion vollstindig unwirksam. 


Zusammenfassung 


Der Vitamin C-Gehalt verschiedener Meeresalgen wurde durch 
Titration bestimmt. Die gefundenen Werte wurden durch bio- 
logische Bestimmungen an Meerschweinchen bestitigt. Mit Aus- 
nahme der Alge Rhodymenia palmata war die Ubereinstimmung 
zwischen chemischer und biologischer Bestimmung sehr gut. Bei 
der Rotalge Rhodymenia wurde nach der biologischen Methode 
nur 1/,, des titrimetrisch ermittelten Wertes gefunden. Die 
reduzierenden Kérper in Rhodymenia wurden durch Ascorbin- 
siure-Oxydase wie das Vitamin C oxydiert. 
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Der Gehalt an Vitamin C war in der Griinalge Ulva lactuca 
etwa 27mg pro 100g feuchte Substanz. Von den Braunalgen 
erwiesen sich die Fucoideaen als die Vitamin C-reichsten. Lie 
Laminariaarten enthalten im Winter etwa 4, im Frihling 10 
bis 46 mg pro 100 g. Die Fucusarten enthalten etwa 20—60, 
jedoch wurden auch Werte von iiber 100 mg pro 100 g gefunden. 
Die untersuchten Rotalgen Gigartina und Porphyra sind sehr 
reich an Vitamin C, insbesondere Porphyra, die bis zu 140 mg 
Vitamin C pro 100 g enthilt. Rhodymenia enthalt nur etwa 


5 mg pro 100 g (biologisch ermittelt). 
Aus den Untersuchungen geht hervor, dab gewisse Meeres- 
algen zum Teil sehr gute Vitamin C-Quellen sind. 
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Versuche mit ,,Sulfhimoglobin“’), 
































“ 15. Mitteilung in der Reihe der Kisenstudien™). 
mg _ 
twa Georg Barkan und Otto Schales. 
res- {Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Tartu (Dorpat), Estland.] 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1938.) 
a a I, 
si Ks sind gerade 75 Jahre her, da&B Hoppe-Seyler!) erst- 
malig iiber die Veriinderungen berichtet hat, die der rote Blut- 
ogy farbstoff hinsichtlich Farbe und Spektrum bei der Eimwirkung 


og von Schwefelwasserstoff erleidet. Die entstehende Verbindung, 

ausgezeichnet durch emen charakteristischen Absorptionsstreifen 

im Rot, erhielt spiter die Bezeichnung ,Sulfhamoglobin“. 

ie, Trotz der langen Zeit, die dieses Blutfarbstoffderivat bekannt ist, 

mu8 man seine Natur als problematisch bezeichnen. Nachdem 

Haurowitz?) die Gewinnung eines krystallisierten Produktes ge- 

lungen war, konnte Keilin*) zeigen, daB man es dabei jedenfalls 

nicht mit einer Anlagerungsverbindung von S oder H,S an Himo- 

07. ‘globin zu tun hat. Es ist nicht méglich, unversehrtes Haimoglobin 

4); daraus zuriickzugewinnen. Kigentlich hat Hoppe-Seyler’) dies 

schon gewuBt, wenn er in seiner 1, Mitteilung davon spricht, dab 

der Blutfarbstoff unter der gemeinsamen Einwirkung von Schwefel- 

wasserstoff und Sauerstoff ,allmihlich zerstért wird“. Die Not- 

5). wendigkeit der gleichzeitigen Gegenwart von Sauerstoff und 

Schwefelwasserstoff als Voraussetzung fiir die fragliche Reaktion 

hat Hoppe-Seyler gleichfalls bereits in seiner ersten dies- 

heziiglichen Publikation erwihnt. Die Beobachtung besteht vollig 

zu Recht; ihre Richtigkeit wurde nur voriibergehend bestritten 
vel. hierzu auch Harnack‘*)]. 

Aber selbst in der letzten Arbeit, die sich unseres Wissens 

mit dem ,Sulfhimoglobin“ beschiftigt, schreiben Drabkin und 


*) Mit Unterstiitzung der Ella Sachs Plotz Foundation. 
**) 14, Mitt. vgl. diese Z. 253, 83 (1938). 
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Austin®) noch: ,,We have not found a suitable explanation for 
the need of O, in the production of SHb from Hb. 

Die von uns*) kiirzlich geiuBerte hypothetische Auffassung 
von der Natur des ,,Sulfhimoglobins“ wiirde eine durchaus 
plausible Erklirung fiir die obligatorische Gegenwart von Sauer. 
stoff abgeben. Nach Versuchen von Schales‘) entsteht bei der 
Kinwirkung von O, auf H,S unzweifelhaft Peroxyd. Dieses in 
statu nascendi veranlaBt nach unserer experimentell gestiitzten 
Annahme®) die Entstehung eisenhaltiger bilirubinoider Farbstofie, 
der sogenannten ,griinen Himine“, bei der Kinwirkung zalil- 
reicher Reduktionsmittel auf Blutfarbstoff in Gegenwart von 
Sauerstoff. 

Gegen unsere Hypothese, dab es sich beim _,,Sulfhimo- 
globin® um ein ringoffenes Haminderivat handelt, das mehr 
oder weniger den von uns friher charakterisierten ,,Pseudo- 
himoglobinen“ entspricht, schienen drei T'atsachen zu sprechen. 
1. ,,Sulfhimoglobin“ soll nach Versuchen von Haurowitz’) sein 
Eisen fest gebunden enthalten. 2. Bei der Behandlung mit Alkali 
und Na,$,O, soll Himochromogen entstehen. 3. Nach der Ent- 
eisenung soll es Protoporphyrin liefern. 


ii. 


Wir haben uns in der vorliegenden Mitteilung in erster 
Linie mit der Frage der Festigkeit der EKisenbindung beschiiftict. 
Die Einwinde unter 2. und 3. sind deswegen nicht unmittelbar 
stichhaltig, aber nur schwer auszuschalten, weil die Abwesenheit 
von unveraindertem Haimoglobin bzw. Himin in den untersuchten 
 oulfhimoglobin“ - Lésungen bisher keineswegs ausgeschlossen 
wurde, ja in manchen Fallen sogar evident ist. Nach Drabkin 
und Austin®) scheint es bisher noch nie gelungen zu sein, reine 
youlfhimoglobin“-Lésungen zu gewinnen. Drabkin und Austin 
arbeiten grundsiatzlich mit Lésungen, die Mischungen von ,,Sull- 
hamoglobin“ und Himoglobin enthalten. Die Autoren leiten das 
Absorptionsspektrum des ,,reinen SHb“ mathematisch durch Extra- 
polation ab. Fiir das Maximum der Absorption im Rot geben sie 
620 mu an. Haurowitz?) und Keilin®’) fanden 617 bezw. 618 mu. 
Lewin, Miethe u.Stenger®) geben als Mittel aus 45 Ausmessungen 


auf der photographischen Platte 623 mu an. Wir fanden bei der | 


Gewinnung des fraglichen Blutfarbstoffderivates nach Bestimmungen 
im GittermeBspektroskop (mit schwach dispergierendem Gitter) die 
Mitte der Bande im Rot bei etwa 623—624 mp. Diese Angabe 
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 bezieht sich auf Lésungen, die durch Zugabe von Na,S,O, reduziert 
f waren. Ohne Zusatz des Reduktionsmittels fanden wir ihnlich wie 
| Haurowitz?) das Maximum wesentlich weiter nach Langwellig, 
und zwar bei etwa 632—633 mp. Durch Reduktion wird die Bande 
im Rot nicht nur nach Kurzwellig verschoben, sondern auch be- 
' deutend scharfer und intensiver. 
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Da die Lage des Streifens von verschiedenen iiuBberen Be- 


| dingungen, namentlich auch vom gleichzeitigen Vorhandensein 
_anderer Blutfarbstofiderivate, abhingt [vgl. Haurowitz?)], so 
| kann es nicht zweifelhaft sein, daB die von uns aus hiimoly- 
| siertem Blut und aus krystallisiertem Oxyhiimoglobin unter Ein- 


wirkung von H,S und O, erhaltenen griinen Lésungen ,,Sulf- 
himoglobin“ enthielten. 

Schwefelwasserstoff und Sauerstoff wurden entweder ab- 
wechselnd in die Blut- bzw. Blutfarbstofflésungen eingeleitet oder 


aber beide Gase gleichzeitig. Die Umwandlung des Blutfarbstoffes 


| ist an der entstehenden Grinfirbung und am Spektrum deutlich 


zu erkennen. Spektroskopisch nachweisbare Reste von unver- 
indertem Blutfarbstoff waren stets vorhanden. 

Bestimmt man in solchen griinen, ,,Sulfhimoglobin“ ent- 
haltenden Ldsungen in der iiblichen Weise den Gehalt an ,, leicht 
abspaltbarem“ Bluteisen, so findet man eine Vermehrung gegen- 
iiber der Norm, und zwar um das 6—10fache. Unter Einwirkung 
von H,S und O, entstehen also Blutfarbstofiderivate mit locker 
gebundenem Hisen. Dies scheint uns eine wesentliche Stiitze 
unserer Hypothese zu sein. 

Um zu priifen, ob es sich bei den entstehenden Derivaten, 
in erster Linie beim ,Sulfhimoglobin“, um Pseudohimoglobine 
handelt, wurde das Verhalten gegeniiber Kohlenoxyd untersucht. 
Ks zeigte sich, daB das CO die leichte Abspaltbarkeit des Kisens 
in reduziertem Zustande nicht hemmt, auch dann nicht, wenn 
es bei schwach alkalischer Reaktion einwirkt. Obwohl, wie schon 
Clarke und Hurtley’) fanden, CO charakteristisch mit dem ,,Sulf- 
himoglobin“ unter Verschiebung der Bande im Rot um 4—5 mu 
nach Kurzwellig reagiert [vgl. auch H. v.d. Bergh und Engelkes?!%)], 
ist diese Reaktion, wie es scheint, fiir die Festigkeit der Eisen- 
bindung hier belanglos. 

Falls das unter Séiurewirkung vermehrt in Lésung gehende 
Kisen dem ,,Sulfhimoglobin“ entstammt, wenn also Spektrum und 
Kisen derselben Substanz zukommen, was zwar nicht bewiesen, 
aber die niachst liegende Annahme ist, so kann doch jedenfalls 
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das vorhandene ,,Sulfhimoglobin“ nicht mit Pseudohimoglobin 
identisch sein. Nun ist aber bei der Kinwirkung von H,S und 0, 
zweifellos Gelegenheit zu Reaktionen gegeben, die méglicherweise 
die Seitenketten oder die Proteinkomponente betreffen. Veriinde- 
rungen dieser Art, beispielsweise etwa auch Anlagerungen von H,s 
oder S, kénnen die CO-Bindung derart beeinflussen, daB die 
Hemmungsreaktion verschwindet. Ihr Fehlen spricht angesiclits 
der eingetretenen Lockerung des Kisens keinesfalls gegen unsere 
grundsiitzliche Annahme von der Natur des ,,Sulfhimoglobins“. 
Hier sei daran erinnert, daB nach unseren friiheren Unter- 
suchungen!!) auch Pseudohimochromogene ohne Hemmung der 
Kisenabspaltung mit CO reagieren. 


IT. 


Beziiglich der angeblichen Entstehung von Hamochromogen 
aus ,,Sulfhiimoglobin“® haben wir folgende Beobachtungen gemacht. 
Fiigt man zu einer schwach sodaalkalischen reduzierten, ,,Sulf- 
himoglobin“ enthaltenden Loésung eine Spur Pyridin, so wird 
unmittelbar ein Himochromogenspektrum sichtbar. Der Streifen 
im Rot riickt hierbei um etwa 9 mu nach Kurzwellig, verliert 
aber nicht erkennbar an Schiarfe und Intensitiit. 

Der Versuch beweist die zuvorige Gegenwart von Himatin 


in der Lésung; das Fehlen eines Himochromogenspektrums bei | 


ausschlieBlicher Reduktion (ohne Pyridin) spricht dafiir, daB freies 


Globin nicht in nennenswerter Konzentration in der Lésung vor- 


handen ist. Man hitte also in diesem Falle anzunehmen, dab 


bei der linger dauernden Behandlung des Blutfarbstoffes mit H,S | 


und O, eine teilweise Abtrennung der prosthetischen Gruppe vom 


Globin erfolgt und letzteres groBenteils mit dem kolloiden Schweiel 


ausgeflockt ist. 


Macht man die ,Sulthamoglobinlésung“ stark alkalisch und 
reduziert, so tritt unter deutlicher Aufhellung der Griin- 
firbung gleichfalls ein 2bandiges Himochromogenspektrum aul. | 


Jedoch ist jetzt der Streifen im Rot stark abgeschwicht. 


Zusatz von Pyridin bringt eine Verschiebung aller 3 Streifen nach | 
Kurzwellig. Die starke Alkalescenz bewirkt offenbar Zersetzung | 
des ,,Sulfhimoglobins“ und eine Abspaltung der KiweiBkomponente. | 
Das Protein bildet mit dem vorher nachgewiesenen Hiimatin nun- | 


mehr wieder Himochromogen. 


Das Auftreten von Hamochromogen infolge der Einwirkung | 
von starkem Alkali und Na,S,O, beweist also durchaus nicht — — 
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ebensowenig wie die Entstehung von Protoporphyrin —, daB bei 
der ,Sulfhimoglobin“-Bildung keine chemischen Anderungen im 
Porphyrinskelett vor sich gehen. Das Gegenteil diirfte richtig 
sein. Erst wenn die Gewihr besteht, daB Lisungen von reinem 
,sulfhimoglobin* vorliegen, was aber nach Drabkin und Austin *) 
offensichtlich bis jetzt nicht zu erreichen ist, wiirde das Auftreten 
eines Himochromogen- oder Porphyrinspektrums zu einer anderen 
SchluBfolgerung berechtigen. 


£¥., 


Bekanntlich haben Lipschitz und Weber™) und zuvor bereits 
Meissner?**), ja sogar schon Hoppe-Seyler"™), das Auftreten einer dem 
,sulfhimoglobin“-Streifen iihnlichen Absorptionsbande im Rot nach Ein- 
wirkung von As,H beobachtet. Haurowitz’) hilt die entstehende Substanz 
fir reines Methimoglobin. Lipschitz und Weber’) stellen fest, dab 
keine spektrale Veriinderung eintritt, wenn man eine Blutlésung mit Wasser- 
stoff bis zur vollstiindigen Austreibung des Sauerstoffs behandelt und dann 
lingere Zeit As,H einleitet. Erst beim kurz dauernden Schiitteln mit Luft 
entsteht der Streifen. Henze) konnte kiirzlich zeigen, dab beim Vermischen 
von Arsenwasserstoff mit nur wenig Sauerstoff sofort Peroxyd nachweisbar 
wird. Es mu also daran gedacht werden, daB auch das vorher erwiihnte 
durch As,H und O, entstehende Umwandlungsprodukt des Blutfarbstoffes 
mit der dem ,,Sulfhimoglobin“ fihnlichen Bande im Rot der Wirkung von 
H,O, in statu nascendi zu verdanken ist und gleichfalls ein den Pseudo- 
himoglobinen ihnliches ringoffenes Gebilde darstellt. 


Das gleiche hiitte dann fiir den Selenwasserstoff zu gelten. Clarke 
und Hurtley’) erhielten bei der Einwirkung von SeH, aut frisches (also 
O,-haltiges) menschliches Blut einen Streifen im Rot, der dem des ,,Sulf- 
himoglobin“ aéhnelte und einem ,,Selenhimoglobin“ zukommen sollte. Dieser 
Befund wurde von Meissner’®®) bestritten. Haurowitz’), der gleichfalls 
zu negativen Ergebnissen kam, erkliirt die Beobachtungen von Clarke 
und Hurtley damit, ,,daB das kiiufliche Selen des Handels hiiufig Schwefel 
enthailt und bei der Reduktion H,S liefert‘‘. Der reine H,S-freie Selen- 
wasserstoff, den Haurowitz aus sorgfiltig selbst zubereitetem Aluminium- 
selenid erhielt, war ohne Einwirkung auf das Hiimoglobinspektrum. Hierzu 
ist jedoch die ausdriickliche Angabe von Haurowitz beachtenswert, dab 
dieses SeH,, ,,unter den bei der Darstellung des NOHb beschriebenen Vor- 


sichtsmaBregeln in den Blutfarbstoff eingeleitet‘’ wurde. Diese Vorsichts- ) 


maBregeln bestehen darin, daB Sauerstoff sorgfiltig fern gehalten 
wird. Auch H,S bildet in Abwesenheit von O, kein ,,Sulfhimoglobin“ und 
ebenso ist AsH, wie bereits oben erwihnt, unter AusschluB von O, in der 
genannten Hinsicht ohne EinfluB. Andererseits muf in Analogie zum H,O 
auch beim SeH, in Gegenwart von O, die Bildung von H,O, angenommen 
werden. Der sorgfiltige Versuch von Haurowitz’) spricht also nicht 
gegen die naheliegende Vermutung, die hiermit ausgesprochen werden soll, 
daB auch der ,,Selenhimoglobin“-Streifen, der nach Clarke und Hurtley”) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 17 
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genau ebenso mit CO reagiert wie der ,,Sulfhimoglobin“-Streifen, einem 
unter der Wirkung von nascierendem Peroxyd entstehenden ringoffenen 
Pseudohimoglobin-ihnlichen Blutfarbstoffderivat zukommt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir 
die leihweise Uberlassung der optischen Apparatur zu Dank yer- 


pflichtet. 
Versuchsteil*), 


1. Kaninchenblut. 45 cem mit destilliertem Wasser 1:5 verdiinnt, 
werden abwechselnd mit H,S (Kipp) und O, (Bombe) behandelt: 


11°°—11** Uhr H,S 

114°5—12°% | QO, (Farbe der Lésung braungriin) 
12°—138° ,, HS (griinlich) 

1315" ,, O, 

15°—16 ,, H,S (griin) 

is¢*17" ,, D,. 

Die Lésung wird filtriert und zeigt spektroskopisch die beiden Oxy- 
himoglobinstreifen noch ganz schwach. Im Rot findet sich eine kriftige 
Bande, deren Mitte nach Reduktion mit Na,S,O, bei 623,0 gemessen wird. 

10 eem des Filtrates werden mit 0,4°/,iger HCl 23 Stunden im Brut- 
schrank belassen. Die Bestimmung des ionisierten Eisens ergibt dann 
3- 10-7 Mol Fe/eem (bezogen auf Blutverdiinnung 1:10). Die Menge des 
leicht abspaltbaren“ Eisens hat sich gegeniiber der Norm etwa verzebnfacht 
(normal etwa 0,3 - 107%). 

2. Menschliches Blut. 10ccem mit destilliertem Wasser 1:5 ver- 
diinnt, werden abwechselnd mit H,S und O, behandelt. 


11 4°12" Uhr H,S 15°—15° Uhr H,8 
12°12 | QO, 15°—16" ,, O, 
125°°—13 , HS 16”—16* ,, HS 
18"—15° ,, O, 16“°—17 4° ” O,. 


Die resultierende griine Lésung wird durch Zentrifugieren gekliirt. 
10 cem werden mit 0,4°/,iger HCl angesetzt (A). Durch 30 ccm der Lésung 
wird CO geleitet und nach Zugabe von 0,2 cem 10°/,iger Na,S,O,-Lésung 
das Einleiten von CO fortgesetzt. 10 cem der mit CO behandelten Lésung 
werden in gleicher Weise wie A angesetzt (B). Beide Ansitze kommen 
fiir 17 Stunden in den Brutschrank. Die Bestimmung des Eisens ergibt 
sowohl fiir Ansatz A wie fiir Ansatz B 2-10-? Mol Fe/eem (bezogen auf 
Blutverdiinnung 1:10). Der Gehalt an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen ist 
gegeniiber normalem Blut etwa versechsfacht; CO hemmt die Abspaltung 
aber nicht. 

8. Krystallisiertes Himoglobin. 74 cem defibriniertes Meer- 
schweinchenblut werden zentrifugiert; das Serum wird abgetrennt, der Blut- 
korperchenbrei mit 0,9°/,iger NaCl-Lésung gewaschen, mit Wasser zum 
urspriinglichen Blutvolumen aufgefiillt und das so erhaltene Himolysat 
in den Brutschrank gestellt. Nach 15 Stunden werden die reichlich aus 


*) Unter technischer Mitarbeit von Fr]. Selma Sussi. 
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geschiedenen Himoglobinkrystalle abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen 
und unter Zusatz von einigen Tropfen Sodalésung in wenig Wasser gelist. 
Die photometrische Hb-Bestimmung mittels Pulfrich-Photometer [Heil- 
meyer und Sundermann")} im monochromatischen Licht der Quecksilber- 
dampflampe ergibt fir 


Hg Filter 546: 13,06°/, Hb 
Hg Filter 578: 12,09°/, Hb 


Mittel: 12,59°/, Hb. 





20 ecm dieser Lésung werden mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt. Man 
erhilt also eine etwa 2,5°/,ige O,Hb-Lésung. Mit 10 cem wird ein Normal- 
ansatz zur Fe-Bestimmung gemacht (Ansatz A). Durch die restlichen 90 eem 
der Lésung leitet man in langsamem Strom gleichzeitig Schwefelwasserstofft 
und Sauerstoff. Nach 3 Stunden ist die Lésung griin und zeigt folgendes 
Spektrum: 


I. 648,8—609,5 ; II. 575,7 (schwach) ; III. 540,5 (schwach, aber 
629.2 stiirker als II). 
b 


Reduziert man (Na,8,0,), so wird I schmiiler und intensiver: 
I. 637,1—610,5. 
623,8 

Nach insgesamt 4stiindigem Einleiten der beiden Gase wird unter- 
brochen und 15 Stunden stehen gelassen. Die Lésung ist dann in Durch- 
sicht und Aufsicht intensiy griin, zeigt den Streifen im Rot kriftig und die 
beiden Oxyhaémoglobinstreifen als schwache, schmale, aber scharf abgegrenzte 
Banden. Reihenfolge der Intensititen I, III, II. 

Es wird nochmals 3 Stunden mit den beiden Gasen behandelt. Dann 
ist I sehr stark, II verschwunden und III gerade eben noch zu erkennen. 

Vom ausgeschiedenen Schwefel wird abzentrifugiert. Die Lésung ist 
tiefgriin. In der 5fach mit Wasser verdiinnten Lésung wird bei einer 
Schichtdicke von 1 cm und einer Spaltbreite von 0,015 mm die Mitte des 
Streifens I bei 632,7 gemessen. 

Reduziert man, so wird I schiirfer und intensiver und liegt nun 

I. 637,3—611,3. 
624,3 

Versetzt man die griine neutrale Lésung mit etwas Soda, so dab 
Phenolphthaleinpapier gerade schwach gerétet wird, so zeigt das Spektrum 
keine Anderung. Mitte von I: 632,4, reduziert: 624,0 mu. 10 ccm der un- 
verdiinnten griinen Lésung werden fiir die Eisenbestimmung mit 0,4°/, HCl 
angesetzt (Ansatz B). Durch 80 cem wird, nachdem zuvor schwach alkalisch 
gemacht wurde, CO geleitet, dann 0,2 cem 10°/,ige Na,S,O,-Lésung zu- 
gegeben und weiter 40 Minuten CO eingeleitet. Ansatz mit 10 ccm dieser 
Lisung (Ansatz C). 

Die mit CO behandelte Lésung zeigt im Spektroskop einen scharfen 
schmalen Streifen im Rot, dessen Mitte bei 619,7 mu gemessen wird. Beim 
Vergleich mit der Ausgangslésung laBt sich die durch CO eingetretene 
Verschiebung sehr gut kontrollieren. 
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Das Ergebnis der Fe-Bestimmungen ist: 

Ansatz A (normal) . ... . 0,3-10-7 Mol Fe/eem 
Ansatz B (nach Umwandlung) 2,5- 10-7 Mol Fe/cem 
Ansatz C (B + CO). . . . 2,25-10-7 Mol Fe/eem. 

Das leicht abspaltbare Eisen hat sich etwa verachtfacht. Aus der 
Verdiinnung beim Ansatz (1:1) und aus dem O,Hb-Gehalt 14Bt sich er- 
rechnen, daB gut 1/, des gesamten Hiimoglobineisens nach der Umwandlung 
gelockert ist. Eine CO-Hemmung des zusiitzlich aufgetretenen Eisens 
findet sich nicht. Die griine, schwach sodaalkalische, reduzierte Lésung 
mit dem oben angegebenen Streifen im Rot bei 624,0 mu wird mit einem 
Tropfen Pyridin versetzt. Die Lésung sieht jetzt in Durchsicht rotbraun, 
in Aufsicht griin aus und wird tribe. Spiter tritt sogar Ausflockung 
ein. Unmittelbar nach der Pyridinzugabe sieht man 3 Banden mit folgen- 
den Mitten: 

I. 615,1; II. 554,1; III. 526,5. 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, III. 

Die Hiimochromogenstreifen II. und III. treten augenblicklich beim 
Zutropfen des Pyridins auf. II ist schmal, scharf und fast ebenso intensiy 
wie der deutlich nach Kurzwellig verschobene Streifen im Rot. 

Wenn man die griine Ausgangslésung durch NaOH-Zusatz stark alkalisch 
macht und reduziert, erhiilt man eine hellgriine Lésung, die spektroskopisch 
nur noch einen schwachen Streifen im Rot zeigt, wihrend ein starker, 
schmaler und scharfer erster Himochromogenstreifen neben einem schwicheren 
zweiten Himochromogenstreifen sichtbar wird: 

I. 616,9; IL 555,1; Ill. 527,3. 

Reihenfolge der Intensititen: LH, I, LI. 

Bei Zusatz von 1 Tropfen Pyridin zu dieser grasgriinen Loésung wird 
die Farbe gelbgriin. Das Spektrum ist jetzt folgendes: 

I. etwa 614 (sehr schwach); II. 554,6; III. 525,0. 

Reihenfolge der Intensitaten: II, I, III. 


Zusammenfassung. 

Blut- und Blutfarbstofflésungen verschiedener Herkunft wurden 
der Kinwirkung von Schwefelwasserstoff und Sauerstoff ausgesetzt. 
In den entstehenden tiefgriinen Lésungen findet man mit dem 
Auftreten des dem ,,Sulfhimoglobin“ zugeschriebenen Absorptions- 
streifens im Rot eine deutliche Vermehrung des durch Siure 
leicht abspaltbaren Eisens. Dieser Befund stiitzt unsere Hypothese, 
daB es sich beim ,Sulfhimoglobin*® um ein Blutfarbstoffderivat 
mit geéffnetem Porphyrinring handelt. 
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Uber das Verhalten der Phenylmilchsiure in vitro und in vivo, 


Von 
Karl Closs und Asbjérn Félling. 





(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinerhdiskole, Oslo, Norge.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1938.) 


Wie bereits in einer friitheren Arbeit{Closs und Henriksen’) 
kurz mitgeteilt wurde, greift ,,Rattennierenenzym“ (RNE) nicht nur 


d-Phenylalanin (d-PA) unter Bildung von Phenylbrenztraubensiiure 
(PBTS) an, sondern auch Phenylmilchsiure (PMS). Die Menge der 
im Verhiiltnis zu der angewandten Menge PMS entstehendem PBs 
ist in letzterem Falle jedoch geringer als bei der Verwendung 
von d-PA. 

Unsere Aufmerksamkeit wurde auf die PMS gelenkt bei der 
Untersuchung von Harnen von Kranken mit Imbecillitas pheny]- 
pyrouvica. Als diese Harne nach Zerstérung der PBTS mit Hilfe 
von Ke*** auf das Vorhandensein von d-PA mit RNE gepriitt 
wurden, erhielten wir in allen Fallen eine positive Reaktion. Waren 
dagegen die Harne durch Atherextraktion PBTS-frei gemacht 
worden, blieb die Reaktion aus. Die Substanz, welche mit dem 
RNE reagierte, muBte demnach itherléslich sein. Da PA in allen 
organischen Lésungsmitteln so gut wie unléslich ist, konnten 
unseres Krachtens folgende zwei Méglichkeiten in Frage kommen: 
1. Es handelte sich um einen atherléslichen Ester des d-PAs, 
oder 2. die itherlésliche Substanz war méglicherweise PMS. 

Die erste dieser Méglichkeiten lie sich nicht mit Sicherheit 
ausschlieBen, sie ist aber aus folgenden Griinden unwabrscheinlich: 
1. Man miiBte erwarten, daB ein entsprechender Teil des in dem 
Harn unserer Kranken in gesteigerter Menge vorgefundenen 1-PAs 
[vgl. Félling und Closs?)] ebenfalls in veresterter Form vor- 
liegen sollte, dem ist aber nicht so. 2. Wenn gréBere Mengen 
d-PA nach Belastung von Normalpersonen oder Kranken mit 
Imbecillitas phenylpyrouvica mit d- bzw. d,l-PA ausgeschieden 





1) K. Closs u. 8. D. Henriksen, Diese Z. 254, 107 (1938). 
®) A. Félling u. K. Closs, Diese Z. 254, 115 (1988). 
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werden, ist die Menge der mit RNE reagierenden idtherléslichen 
Substanz nicht gesteigert. 

Unsere Untersuchungen iiber das Verhalten der PMS gegen- 
iiber RNE und Proteussuspension (PS, a. a.O.) machen es nun 
wahrscheinlich, daB die beobachtete d-PA-Reaktion in der Tat 
auf das Vorhandensein von PMS zuriickzufiihren ist. Folgende 
Phenylmilchsiuren wurden auf ihr Verhalten hin gepriift: 1. 1-PMS, 
gewonnen aus l-PA durch Umsetzung mit iiberschiissigem Nitrit 
und Siure, 2. in analoger Weise aus d-PA gewonnene d-PMS, 
3, 8-Phenyl-e-milchsiure (Frankel & Landau) und 4. d,l-PMS, ge- 
wonnen aus PBTS (Schmelzp. 145°) durch Reduktion mit Zink 
und Saure. 

Von diesen Siuren reagierte keine in nennenswertem Mabe 
mit PS, siimtliche gaben dagegen eine deutliche Reaktion mit 
RNE. Die beiden ersten aus dem von Frinkel & Landau be- 
zogenen Priparat hergestellten Lésungen verhielten sich den 
Enzymen gegeniiber gerade umgekehrt. Alle spiter bereiteten 
Liésungen, sowie die beiden oben erwihnten Loésungen nach 
lingerem Stehen und die durch Verfiitterung einer der genannten 
Lisungen an eine Ratte zur Ausscheidung gelangende PMS 
reagierten indessen in der iiblichen Weise, d. h. RNE bewirkte 
PBTS-Bildung, wihrend PS héchstens spurenweise einwirkte. 

Saimtliche in vitro untersuchten PMS-Priaparate wurden 
auBerdem in alkalischer Lésung an Ratten verfiittert. Ein grofer 
Teil der zugefiihrten PMS wurde unverindert ausgeschieden. 
Daneben kommt es zur Ausscheidung wechselnder Mengen PBTS, 
die aber im Vergleich zu den nach Belastung mit d-PA aus- 
geschiedenen gering sind, 1-PMS wird vom Organismus der weiben 
Ratte stirker angegriffen als d-PMS. Nach Verfiitterung von 
d,l-PMS erhalt man daher einen Harn, der die Ebene des polari- 
sierten Lichts nach rechts dreht. 

Unsere Versuche sind als Stiitze der heute wohl allgemein 
anerkannten Anschauung aufzufassen, daB PMS nicht als Zwischen- 
produkt bei der Bildung von PBTS aus PA im Organismus 
anzusehen ist. 

Aller Wabrscheinlichkeit nach entsteht die PMS sekundir 
aus der PBTS, entweder im Organismus selbst oder bei dem 
freiwilligen Zerfall der PBTS beim Stehen. Eine Entscheidung 
dieser Frage haben wir nicht versucht, da keine der uns zur 
Verfiigung stehenden Harnproben so frisch waren, dab die zweite 
Méglichkeit mit Bestimmtheit ausgeschlossen werden konnte. 
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Experimenteller Teil. 


Versuch 1. Priifung von Harn mit RNE bzw. PS. 5 ml Harn werden 
mit 10 Tropfen halbgesittigter Eisenammoniakalaunlésung versetzt, dann 
werden 4 ml m/10-Na,CO,-Lésung zugegeben und von dem Niederschlag 
abfiltriert. Bei den Harnen der Imbecillen wurde mit dem Zusatz der 
Sodalésung gewartet, bis die anfinglich entstandene Griinfirbung wieder 
verschwunden war. Eine zweite Probe (10 ml) der Imbecillenharne wurden 
mit H,SO, bis zur stark kongosauren Reaktion versetzt und wenigstens 
6 Stunden lang in einem kontinuierlichen Extraktionsapparat mit Ather 
extrahiert. Im Filtrat der Eisenfallung bzw. in dem extrahierten Harn 
wurde auf d- und 1-PA in der von Closs und Henriksen (a. a. O.) be- 
schriebenen Weise gepriift. In den Tabellen bedeuten: d-PA Stiirke der 
Eisenreaktion nach Umsatz mit RNE, 1-PA Stirke der Eisenreaktion nach 
Umsatz mit PS. Die Reaktionszeit betrug stets '/, Stunde. 




















Im Filtrat Nach Extraktion 
Harnprobe der Lisenfallung mit Ather 
d-PA 1-PA d-PA l-PA 
Imbecillitas phenylpyrouvica: 
ee ae (+) ~ 
A. Fo. 18. 8. 37, 20.30 Uhr. . (+) ++ ? ++ 
Peas “9698.91, 36 a + « Spur ++ _ ++ 
P.L. 18.8. 87, 20.30 ,, .. (+) + - + + 
i a (Spur) + 
in SO... . 4.5 Sw + _ ++ 
= ie | Spur + _ ++ 
Normalpersonen: 
Be: 68 BR a DM SR Oa _ (+) 
S. D. H. . . . . . . . . . . — (+) | 
a ee a ee - (+) | 
2 Se ar ee ae — (+) 








Versuch 2. Reduktion von Imbecillenharn mit Zn + H,SQ,. Fiillung 
mit Fet*++-Reagens wie im 1. Versuch. 




















Vor — Nach 
Harnprobe der Reduktion 
1-PA d-PA | d-PA 
ae ee + (+) a 
a a sale (+) - 
P.L. 18.8. 37, 18.30 Uhr. . (+) + 
PL. 186.8.87, 3000 . « » (+) (+) > 


Versuch 3. a) Zusatz von PBTS und d- bzw. 1-PA zu Normalharn. 
3 ml Harn, die 0,1°/, PBTS gelést enthalten werden mit Fe*t **- 
Reagens gefillt. 
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Zusatz ]-PA d-PA 
Ohne Zusatz . (+) _ 
d-PA (+) ae 
]-PA + _ 








b) Zusatz von PBTS und d-PA zu Normalharn. 
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Zusatz 








0,08 °/, PBTS + 0,2 °/, d-PA . 


desgl. 
desgl. 
0,1°/, PBTS 





Art der Behandlung 


Atherextraktion 
Fallung mit Fet++-Reagens 
Reduktion mit Zn + H,SO, 

desgl. 





d-PA 


(+) 
Spur 
oe 
a: 









Versuch 4. 


Reduktion von Imbecillenharn mit Zn + H,SO, und 


nachfolgende Extraktion mit Ather (6'/, Stunden). Harn L. E. 26. 8. 





Vor der 
Extraktion 


++ 


Versuch 5. 


d-PA 


Nach der Extraktion 








Im Extrakt 
a-PA 


ot 


Untersuchung des Atherextraktes aus 4 x 10 ml Im- 


becillenharn. Der Extrakt wird mit Wasser geschiittelt (Waschwasser) und 
dann unter Zugabe von etwas Wasser bei Zimmertemperatur abgedampft. 
Eine gelbliche Substanz scheidet sich ab, die mit Wasser ausgekocht wird. 
Die gelbe Substanz und die wi8rige Lésung werden mit Fet*+-Reagens 


behandelt. 








Im Waschwasser 





-LPA 


(+) (+) 


Versuch 6. 


becillen (P. L. und A. Fo.) mit 2 g d,1-PA. 


d-PA 


__selbliche Substanz_ 
1-PA | d-PA 


_ | (+) 





6—11 Stunden lang extrahiert. 


Im Atherextrakt 


_wibrige Lésung 
d-PA 


1-PA 


- ++ 


Belastung einer Normalperson (A. F.) und zweier Im- 
10 ml Harn werden mit Ather 























Im extrahierten Harn Im Atherextrakt 
Harnprobe = = 
1-PA | d-PA 1-PA d-PA 
A.F. 4.9. 37 Spur + + + + 
PL. 9.9. 87 + ++ Spur (+) 
A. Fo. 9. 9. 37 + + e+ Spur + 
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Versuch 7. 


Uber das Verhalten der Phenylmilchsiure in vitro und in vivo. 
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a) Dieser Versuch ist bereits in einer friiheren Arbeit 


(a.a. 0.) beschrieben. b) Wiederholung unter gleichzeitiger Kontrolle von py 
ynd optischer Drehung. 2 °/,ige Lésungen von |- bzw. d-PA werden mit 

NaNO, und H,SO, umgesetzt. Dann wird mit Ather 3—4 mal ausgeschiittelt, 
der Ather bei niedri iger Temperatur abgedampft, im Vakuumexsiccator iiber 


P,O, getrocknet und gewogen. 








‘Art und Konzentration - menial andten sina 


0,2070 g dtherlésl. Subst. aus 1-PA vain in 25 ml Wasser 
0,4603 g atherlésl. Subst. aus d-PA gelést in 20 ml Wasser 


1,! 5° Joige Phenylmilchsiure (Friinkel & Landau). . . 
1,5 °/,ige d,l-Phenylmilchsiiure aus PBTS durch Reduktion 
mit Zn + H,SO, a eee ee 


1-PA 








(Spur) 


Versuch 8. Belastung von weiBen Ratten mit PMS in alkalischer 
Lisung. Die mittels NaOH in Lésung gebrachte PMS wird mittels eines 


in den Ventrikel eingefiihrten Katheters in den Ventrikel injiziert. 


Die 


Tiere wurden in Stoffwechselkiéfigen untergebracht und der Harn wiihrend 


der ersten 24 Stunden gesammelt. 












Uber experimentelle Alkaptonurie. 
Von 
Asbjorn Félling und Karl Closs. 


(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinerhdiskole, Oslo, Norge.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1938.) 


In dem Referat der 31. Jahressitzung der American Society 
of Biological Chemists (in Memphis, Tennessee, 21.—24. April 1937 
teilten Papageorge und Lewis!) kurz mit, daB es ihnen ge- 
lungen sei experimentell Alkaptonurie zu erzeugen: ,,... By feeding 
diets containing large amounts of l-phenylalanine to white rats 


over a considerable period of time so that the daily intake of 


amino acid exceeded 0,3 g per 100 ¢ of body weight, we were 
able repeatedly to demonstrate an alcaptonuria which ceased when 
the basal diet containing no phenylalanine was resumed.. .* 


Wir haben nun auf einem anderen Wege unerwarteterweise 
einen alkaptonurischen Zustand bei weiben Ratten erzeugt. Bei 
der Belastung von wei8en Ratten mit 0,33 g 1-Phenylalanin (l-PA’ 
je 100 ¢g Korpergewicht war das Ergebnis ein verschiedenes je 
nachdem das PA gelést war: 1. in der fiquivalenten Menge H(), 
2, in Wasser unter Zusatz von Na,CO, bis zu einem p,, von etwa 
8, oder 3. in der Aquivalenten Menge NaOH. Im ersten Falle 
treten wechselnde Mengen Phenylbrenztraubensiure (PBTS) in 
dem wihrend der ersten 24 Stunden nach der Belastung aus- 
geschiedenen Harn auf, die, wie in spiiteren Versuchen festgestellt 
wurde, von der in dem verwendeten Priiparate vorhandenen Menge 
d-PA abhiingig zu sein scheinen. Im zweiten Falle werden grofe 
Mengen PBTS ausgeschieden, wihrend bei der dritten Belastungsart 
neben wechselnden Mengen PBTS. ,,Alkapton* im Harn auftritt. 
Das ,,Alkapton® gibt alle Reaktionen der Homogentisinsiure: der 
alkalische Harn farbt sich an der Luft beim Stehen braun bis 
braunschwarz, ammoniakalische Silberlésung wird in der Kialte 


) Evangeline Papageorge u. H. B. Lewis, J. of Biol. Chem. 119. 
LXXVI (1937). 
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reduziert, ebenso Benedicts Reagens. Die Substanz ist in saurer 
Lisung mit Ather extrahierbar. In der nach vorsichtigem Ver- 
dampfen des Athers erhaltenen wiBrigen Lisung gelang es auch 
mittels Bleiacetat einige wenige, kleine Krystalle eines Bleisalzes 
zu gewinnen mit der fiir homogentisinsaures Blei charakteristischen 
Krystallform. Durch ammoniakalische Silberlésung wurden diese 
Krystalle schwarz gefirbt, und ebenso durch Schwefelwasserstoff, 
wobei sie gleichzeitig in Lisung gingen. Die wiibrige Lésung 
reduzierte nach Verjagen des H,S ammoniakalische Silberlésung. 
Die Substanzmengen waren leider zu einer sicheren Identifizierung 
viel zu gering, es diirfte aber wohl kaum einem Zweifel unter- 
liegen, daB die gebildete Substanz, wie in den Versuchen von 
Papageorge und Lewis, wirklich Homogentisinsiure ist. 

Unsere Versuche sind insofern interessant als sie den Uber- 
gang einer der bisher bekannten, allerdings experimentell erzeugten 
Stoffwechselanomalie (der Ausscheidung von PBTS im Harn, wie 
bei Imbecillitas phenylpyrouvica) in eine andere, ebenfalls experi- 
mentell hervorgebrachte (Alkaptonurie) dartun, Allerdings liefern 
sie keinerlei Aufschliisse tiber den Mechanismus. Man kénnte 
sich denken, daB bei Belastung mit 1-PA in der iquivalenten 
Menge Siiure bzw. Lauge die PBTS-Bildung deshalb vermindert 
sel, weil die verabreichten Mengen Saure bzw. Lauge die d-Amino- 
siurendesaminasen hemmten. Dem scheint aber nicht der Fall 
zu sein, da nach, allerdings kurzdauernder Belastung mit 1-PA 
in der genannten Weise ein Unterschied in der Aktivitiit der aus 
Leber und Nieren der belasteten Tiere gewonnenen Enzympriiparate 
nicht nachweisbar war. Andrerseits werden die Resorptionsver- 
hiltnisse im Darm durch die Art der Belastung stark beeinfiuBt. 
Auf diese Versuche werden wir in anderem Zusammenhange zu- 
tiickkommen. Nach Belastung mit d-PA, PBTS und Phenyl- 
nilchsiiure gelést in der Aaquivalenten Menge NaOH (bei den beiden 
Siuren muBte etwas mehr NaOH verwendet werden) kam es zu 
keiner Alkaptonurie. 

Der alkaptonurische Zustand wird bei Minnchen leichter 
erzeugt als bei Weibchen, was mit dem hiufigeren Vorkommen 
der erblichen Stoffwechselstérung bei Miinnern im Einklang steht. 
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Uber die Ausscheidung von Phenylbrenztraubensaure 
im Harn der weifen Ratte bei Vitamin B,-Mangel. 
| Von 
Karl Closs und Asbjérn Folling. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut, Norges Veterinerhédiskole, Oslo, Norge.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1938.) 


Durch die Untersuchungen von Peters und Mitarbeitern') 
wissen wir, daB das Gehirn der Taube und Ratte bei Vitamin 5, - 
Mangel seine Fiahigkeit Brenztraubensiure zu dekarboxylieren 
verliert. Nach Lohmann und Schuster?) ist Vitamin B,-Pyro- 
phosphorsaureester die Cocarboxylase. 

Was uns interessierte war die Frage, ob die Vitamin-B,-trei 
ernihrte Ratte auch die Phenylbrenztraubensiure (PBT'S) nicht 
abzubauen vermochte, derart, daB es entweder zu einer spontanen 
Ausscheidung von PBT'S im Harn kommen konnte, oder daB die 
Menge der nach Belastung mit 1-Phenylalanin ausgeschiedenen 
PBTS eventuell vermehrt war. 

Als MaBstab des eingetretenen Vitamin B,-Mangels benutzten 
wir die Gewichtskurven. Bei dem ersten Versuche, bei dem wir 
allerdings ziemlich schwere Tiere (Anfangsgewicht 70—100 g) ver- 
wendeten, wuchsen die Versuchstiere zwar etwas langsamer als 
die Kontrollen, ein deutlicherer Unterschied war aber erst nach 
etwa 5 Wochen wahrnehmbar. Aber auch dann kam es nicht zu 
einem Gewichtsverlust. Von der Annahme ausgehend, daf das 
verwendete Futter anfinglich Vitamin B,-frei war und da auch 
dafiir gesorgt war, daB eine Refektion nicht stattfinden konnte, 
dachten wir uns, der MiBerfolg sei dem Umstande zuzuschreiben, 
da in dem Futter neues Vitamin B, durch Spaltpilze oder Bakterien 
erzeugt worden war. Die von den Ratten nicht verzehrten Futter- 
reste wurden nimlich jeweils mit der neuen Futterportion verriihit. 

Wir setzten daher einen neuen Versuch an, bei dem das 
Futter erst nach dem Mischen in der zur Aufbewahrung dienenden 


1) Peters, R. A., Biochemic. J. 30, 2206 (1936) u. a. O. 
*) Lohmann, K. u. Schuster, Ph., Naturw. 25, 26 (1937). 
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Blechdose sterilisiert, die Futternipfe taglich gereinigt und aus- 
gekocht und auch die Wasserbehilter tiglich ausgekocht wurden. 
Die Kafige wurden zweimal wochentlich griindlich gereinigt. Wie 
aus den Kurven ersichtlich, war nun bereits nach 1 Woche ein 
deutlicher Unterschied zwischen Kontrollen und Versuchstieren 
zu beobachten, und nach Ablauf von 2 Wochen ging es mit den 


® Versuchstieren schnell bergab. Nach etwa 3 Wochen hatten die 


Vitamin B,-frei ernihrten Tiere ihr urspriingliches Gewicht wieder 
erreicht und zeigten nun deutliche Symptome (hoher Gang, krummer 
Riicken, Penislihmung, Kraimpfe). Einige der Tiere starben vor 
Ablauf der 4. Woche; die tbrigen wurden getétet. 

Der Versuch wurde spiter mit demselben Ergebnis wieder- 
holt, nur wurden die Tiere diesmal nach kiirzerer Zeit getitet. 

Nach Belastung mit ]-Phenylalanin (PA) war bereits bei dem 
ersten Versuche ein Unterschied zwischen Kontroll- und Versuchs- 
tieren beobachtet worden; zwei der drei Versuchstiere schieden 
kleine Mengen von PBTS im Harn aus, dagegen keines der 
Kontrolltiere. Da saimtliche Tiere mit der nimlichen Menge 1-PA 
belastet worden waren,. bestand aber die Moéglichkeit, da der 
Unterschied in dem Verhalten der Versuchstiere auf dem etwas 
veringeren Gewicht der letzteren beruhte. Bei dem nichsten Ver- 
suche wurde daher an alle Tiere die gleiche Menge 1-PA je 
100 g Kérpergewicht verabreicht. Der Unterschied zwischen Kontroll- 
und Versuchstieren trat hier jedoch sehr deutlich in Erscheinung. 
Gleichzeitig zeigt dieser Versuch, dai Vitamin A-Mangel die 
PBTS-Ausscheidung nach Belastung mit 1-PA nicht beeinfluBt. 

Zu einer dritten Versuchsreihe verwendeten wir schlieBlich 
Tiere, die lingere Zeit zu Vitamin B,-Versuchen gebraucht worden 
waren. Die Tiere wurden in zwei Gruppen geteilt und mit l-PA 
belastet. Die eine der Gruppen erhielt nun Vitamin B,-freies 
Futter, die andere Kontrollfutter. Die PBTS-Ausscheidung war 
bei den Ratten, die Vitamin B,-freies Futter bekamen, gréBer als 
bei den Kontrolltieren und dauerte nach Aufhéren der Belastung 
noch mehrere Tage an. 

Die ausgeschiedene Menge PBTS war in den meisten Fallen 
sehr gering, und da auch die Harnmengen klein waren, konnte 
selbstredend an eine Isolierung oder gar Identifizierung des aus- 
geschiedenen Stoffes nicht gedacht werden. Auffallend ist in 
denjenigen Fallen, wo nur Spuren im Harn auftreten, daB die 
Griinfarbung nur dann sichtbar wird, wenn man das Reagens dem 
inbehandelten Harn tropfenweise zugibt. Zuerst erhilt man einen 
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reichlichen Niederschlag von Phosphat und dergl. Erst dann’ 
kommt die Griimfarbung zum Vorschein, wird langsam stirker: 
und verschwindet erst nach ziemlich langem Stehen wieder. 
AuBer diesen Belastungsversuchen haben wir den Gehalt an 
d-a-Aminosiiurendesamidasen in Leber und Nieren untersucht.§” 


Ein deutlicher Unterschied zwischen Kontrollen und Versuchstierenf, : oi 
ist nicht nachzuweisen; der Enzymgehalt der Leber der Vitamin b.- : 
frei ernihrten Ratten scheint jedoch etwas héher zu liegen als§sei hi 
bei den Kontrollen. or 


Als wir, wie iiblich, bei der Enzymdarstellung das Gewicht 
der Organe bestimmten, wurden wir darauf aufmerksam, daB die} Tac 
Leber der Vitamin B,-frei ernihrten Ratten sehr klein und dic§ ),, 5 
Nieren im Verhaltnis zum Kérpergewicht sehr groB waren. Dadurchflastun 
verschiebt sich das Verhiltnis Lebergewicht/Nierengewicht. Diese 
Verschiebung nahm parallel mit der Verschlechterung des Zustandes 
der Tiere zu. Auch das Hirngewicht nimmt nicht an der allgemeinen§ 20. 1.: 
Gewichtsabnahme teil. Ahnliches ist bekanntlich bei anderen 
Hungerzustanden beobachtet worden. 

Beim Vitamin A-Mangel tritt ebenfalls eine Verschiebung ein, 
die aber nur die Leber befallt. Gleichzeitig nimmt der Enzyn- 
gehalt von Leber und Nieren ab. Bei gleichzeitigem Vitamin A- 
und B,-Mangel iiberwiegt der EinfiuS des letzteren. 

Fiir das Verstindnis der PB'I'S-Ausscheidung bei Imbecillitag} 
phenylpyruvica liefern die Versuche keine sicheren Anhaltspunkte. 
Soviel konnten wir indessen feststellen, da8 Vitamin B, [Betaxin|’} 
in vitro in einer Konzentration von 0,01—0,1 mg je 1 ml dig gp. 
Wirkung der Aminosadurendehydrasen von Normaltieren unbeeinflusi] vita 
laBt, diejenige von Vitamin B,-frei ernihrten Tieren dagegen ehet 
steigert. Kleine Mengen von Brenztraubensiure (etwa 0,1°/,) wirken 
méglicherweise begiinstigend. Die Vermutung liegt daher naheg min } 
daB die beobachteten Unterschiede auf den durch den Vitamin 5,4 in je« 
Mangel bedingten sekundiren Veriinderungen beruhen. Histologischaf | " 
Untersuchungen kénnten hier vielleicht Aufschliisse geben. HCL 





19.1.8 


21.1.4 





G 





—— lax Tat aufge 
Experimenteller Teil. injizi 
Folgende Futtermischungen wurden verwendet: 
Kontrollfutter (Futter I): 
B. D. H. Vitamin-Free Diet ......... « 98% 
TU 6 RE Se wee ee ee w@ oe OM 


*) Wir danken der Norrigefa fiir die freundliche Uberlassung des 
Priiparates. 
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dann} | Versuchsfutter (Futter I1): 
tirker: B. D. H. Vitamin-Free Diet rae 92, 
r. Autoklavierte (6 Stunden bei 120°) Trockenhefe 8°. 
alt an Alle Tiere bekamen auBerdem 2mal woéchentlich 2 Tropfen Lebertran, 
“sucht wit Ausnahme der Tiere in den Vitamin A-freien Gruppen A und D des 
pie "}). Versuchs, welche statt dessen 2mal wéchentlich 3 bzw. 4 Tropfen Vigantol 
stleren 1°, in Arachis6l) erhielten. 
un B,- Versuch 1. Auf die Wiedergabe der wenig typischen Versuchskurven 
nN als#sei hier verzichtet. Das Anfangsgewicht der Tiere lag zwischen 70 und 
100 g. Der Versuch wurde am 10.12.37 begonnen. 
»Wicht Belastungsversuch: 
iB die! 7 
ag Gewicht in g | PBTS im Harn | 1-PA im Harn 
id die der Be-] Art der Belastung 
durch lastung Kontr. Hypovit.| Kontr. Hypovit.| Kontr. Hvpovit. 
Diese 
“919.1.88] etwa 03g LPA | 216 184 “s 
andes) in HCl 
CINeng20.1.38]) 15 ml ,,Filtrat’ | 200 190 ~ 
deren (etwa 0,3 g I-PA) 
21.1.38 ]10 ml 3°/,iges 1-PA}] 200 171 — 
g eln, Organgewichte: Simtliche Tiere wurden am 4. 2. 38 getétet. 
1ZYM- od — em ‘ 
; y —— Gewicht] Leber- | 100 | Nieren- | 100 ve 
in A- —_——e (G) gew. (L) | L/G | gew. (N)| N/G J 7/8 | *Bmerkuns 
lit: : 237 io 5,16 1,94 O82 §. 6.30 
439 Kontrolle 208 911 14,39] 1,71 | 0,82 | 5,33 
inkte, 204 6,92 13,33] 1,63 | 0,80] 4,25 | Nach 24stiin 
xin | digem Fasten 
] dia 187 7,90 4,24 1,52 0,81 | 5,20 
Aue ———. isi 7,54 13,95] 1,63 | 0,85] 4,63 
) € se . ss - 7 P ? o r “a 
ul \ | 180 6.45 | 3,59 1,67 0,93 | 3,87 | Nach 24 stiin- 
eher digem Fasten 
irkeu Versuch 2. a) Gruppe A: Vitamin A + B,-Mangel; Gruppe B: Vita- 
naheg min B,-Mangel; Gruppe C: Kontrolle; Gruppe D: Vitamin A-Mangel. 4 Tiere 
n 6.4 in jeder Gruppe. Der Versuch wurde am 8. 2. 38 begonnen. 
ischaf Belastungsversuch: (am 1. 3. 38). Jedes der Tiere erhielt etwa 0,3 ¢ 
|-PA je 100 g Koérpergewicht. Das PA wurde in Wasser unter Zugabe von 
HCl gelést (die erhaltenen Lésungen waren etwa 3°/,ig), in eine Luerspritze 
aufgesaugt und durch ein in den Ventrikel eingefiihrtes enges Katheter 
injiziert. 
(rruppe Diurese PBTS im Harn 
A 20 ml +++ 
B 20 ,, t++ 
C 43 ,, + *) 
; des D 30 ,, 4 
*) 1 Tier starb kurz nach der Injektion. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 18 
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Karl Closs und Asbjérn Félling, 


Auch nach Verdiinnung auf das Doppelte in Gruppe A und B 
der Unterschied deutlich. 


Organgewichte: 


am 7. 3. 
tot im Kifig aufgefunden (beginnende Verwesung): 
unmittelbar nach der Injektion. 


am 4. 3 


In Gruppe A starb ein Tier am 6. 3., 
tot im Kiifig aufgefunden; in Gruppe B wurden 2 Tiere am | 
in Gruppe C starb 1 ‘| 


€ 





a 





40 F 

















Gewichtskurven zu Versuch 2a. 


Fig. 1. 


1 Tier wu 


Die Kurven sind mit den Gruppen entsprechenden 
Buchstaben, der Tag der Belastung mit einem Pfeil bezeichnet. 


Die iibrigen Tiere wurden am 7. 3. getétet. Hier seien nur die Durch 


schnittswerte der einzelnen Gruppen zusammengestellt: 





(yruppe 


> 


ad 


ed eet 
-~ 


In der ‘Tabelle ist die Stirke der Griinfiirbung bei 
reagenz nach der Umsetzung von 1 ml (‘/;) bzw. 0,5 ml (*/,) Enzymsuspension 
mit 1 ml 0,1°/,iger d-PA-lésung bei '/, stiindiger Reaktionsdauer aufgefiihr' 





Gewicht 
((x) 


Seo 
52.5 
99 - 
122,95 


9 - 
50,0 





Leber- 
gew. (L) 


2.45 
2,63 
6,74 
4,20 





100 LG 


4.62 
5.01 
9,00 
5,24 





Nieren- 
gew. (N) 


O.9S 
1,06 
15] 


0,97 





100 N/G 


1,90 
2,03 
1,18 
we 





LN 


2.45 
2,49 
4,64 
4,36 


Zusatz von Eisen 


t 


Beziiglich der Einzelheiten der Enzymdarstellung und der Gradierung ver 


weisen wir auf Closs und Henriksen’). 


') K. Closs, 


u. S. D. Henriksen, Diese Z. 


954, 


LOT (1938). 





Fut 








Uber die Ausscheidung von Phenylbrenztraubensiure im Harn usw. 


Aktivitit der Enzympriiparate: 





Gruppe Rattennierenenzym Rattenleberenzym 

4 J yp feet tt etl ttt (+) [| Spor +) (+ (+) 

; lve] ++ CF) i++ 

RB ps, Jt +tt+, +44 ++ [+++] Spur +) + ) +) 
lo frtt ++ |+4+4+ 444 

C JP +- tet ttt +++] ++ | Spur | Spur 

1) ete fe fe 1 ) — Spur 








b) Kin neuer Versuch wurde am 6.5. 88 angefangen. Gruppe A 
t Tiere) und Gruppe B (3 Tiere) erhielten Futter I1, Gruppe C (4 Tiere) 
Futter I. 


Belastung. Am 18. 5. 38 wurden alle Tiere in Gruppe A und © und 
fier der Gruppe B (als Ersatz fiir die bei der Belastung eingegangenen 








_ e | 
50+ 4 
40+ t—+ 7 Woche ' 

l l L L i j | 





Fig. 2. 
Gewichtskurven zu Versuch 2b. 


Die Kurven sind mit den Gruppen entsprechenden Buchstaben versehen. 


Tiere in Gruppe A) mit 0,1 g 1-PA (Hoffmann-La Roche) je 100 g Korper- 
sewicht belastet. Die bei diesem Versuch angewandte niedrigere Be- 
lastung bewirkte in keiner der Gruppen eine Ausscheidung von PBTS. 
Zwei der Tiere in Gruppe A starben unmittelbar nach der Injektion; zum 
Vergleich wurde 1 Tier der Gruppe C getétet. Am 24.5. wurde die Be 
lastung diesmal mit 0,3 ¢ 1-PA wiederholt. Siimtliche belasteten Tiere 
starben. Die Kontrolltiere wurden dann ebenfalls getétet. 


1s* 






















































264 Karl Closs und Asbjoérn Foélling, 
Organgewichte (Durchschnittswerte). 
An- Ge- | Leber- Nieren- :, 
G "| he ds " ‘ 00 L/G : N/G , 
*FUPPCT vahl onan wicht |gewicht tale oat gewicht eadels , 
A 2 18. 5. 73 4,70 6,42 1,07 1,48 4,: 
A+Bb 3) 24. 5. 65,4 3,42 5,39 0,97 1,58 3, 
C l 18. 5. 89 6,29 7,07 1,28 1,44 4,9 
C ) 24. 5. 101 4,87 1.81 1,07 1,06 4,7 
Enzymaktivitit. 
Gruppe Datum tattennierenenzym Rattenleberenzyim 
A 18. 5. + > + + + + (Spur) Spu 
A+B 24.5. ra 
C | 18. D. Ft t (+) 
) 24. 5. +4 Spur 











Versuch 3. Simtliche Tiere waren lingere Zeit hindurch zu Vitamin B 


Versuchen verwendet worden. Ab 6.5. 38 erhielten alle Tiere Futter [1]. 


Belastungsversuch. Am 25.5. wurden die Tiere in 2 Gruppen geteilt 


und mit jeweils 10 ml einer 3 °/, igen 1-PA-Loésung belastet. Die eine Gruppe 


bekam nun Futter I, die andere Futter II. Von den ,,Kontrolltieren® star) 
eines unmittelbar nach der injektion und eines nach etwa 4 Stunden. Von 
den Vitamin }b,-freien Tieren starben zwei unmittelbar nach der Injektio: 


und 1 Tier im 


Laufe der Nacht. 














PBTS im Harn 
Datum Gruppe : 
26. 5. Bhs Dx BeLD: 3U.0 
25. 5. | (3 Tiere) + _ 
25.5 Il (3(2) Tiere) 4+ 4 + +) Spur Spu 
J = us Obdu- Ge- Leber- Nieren- 
3 | eo ziert | wicht | gewicht | 100 L/G] gewicht]100 N/G| LL 
ch oe 5 am (G) (LL) (N) 
I 65 25. 5. 65 3,80 5,81 0,96 1,48 3,9 
5d 28. 5. 13 4,22 5,80 1,15 1,58 3,65 
56 AS ye 90 4,90 5.09 1,45 1,62 3.35 
67 9.6. | 118 5,47 4,83 1,40 1,24 3,91 
[] yg 25.5 59 3,13 5,30 1,038 1,75 3,05 
55 25.5. 55 3,95 7,20 0,93 1,69 4,2: 
49 28. 5. 44 2,02 4,60 1,07 2.43 1.89 
76 30. 5. 60 3,91 6.68 1,58 2.64 2.48 
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Enzymaktivitit. 





Gruppe | Datum Rattennierenenzym Rattenleberenzym 
I 28. 5. 2 di (Spur) 
2. 6. + + Spur 
y I] 25. 5. + + ++ (Spur) (Spur) (Spur) 
28. 5. ++ Spur 
30. 5. oe > (+) 











Aus den Tabellen ist ersichtlich, dab das gestérte Verhiltnis Leber- 
gewicht/ Nierengewicht sich durch Vitamin B,-Zufuhr nicht ausgleichen libt, 
obgleich die Tiere eine schnelle Zunahme ihres Kérpergewichts zeigen. Bei 
Fortdauer des Vitamin B,-Mangels dagegen wird die Verschiebung noch 
. deutlicher. Gleichzeitig scheint die Enzymaktivitiit in der Leber und Niere 

dieser Tiere zuzunehmen. 
Versuch 4. EinfluB von Vitamin B, (Betaxin) und Brenztrauben 
siure in vitro. 




















B | Brenz- Stirke der Fet++*-Re- 
it ) E 0,1°/, | Betaxin |traubensiure| aktion nach '/, Stunde 
Datum | Enzym]| g-PA (2mg i ml) (0,5 ml 50 ml) ee -" 
et itamin B,- x 
ppe ml ml ml ml] Mangel 1 Kontrolle 
arb 
if Rattennierenenzym. 
10 2. 6. 0,5 0,5 0 0 1. af de bo 
0,5 0,5 0,01 0 TT} + + Fit 
0,9 0,5 0,1 0 +++ +++ 
an 3. 6. 0,5 1.0 0 0 he all a © 
0,5 1,0 0,1 Q a ae Ba lhe 
0,5 1,0 0 0,1 fe of +} 1 of 
0,5 1,0 0,1 0,1 a eS re 
Rattenleberenzym. 
2.6 1,0 1,0 0,01 0 + 
1,0 1,0 0,05 0 4 
saad 1,0 1,0 Oe] 0 fa + 
3. 6. 1,0 1,0 0 0 + (+) 
1,0 1,0 0,1 0 L (+) 
1,0 1,0 0 0.1 Ai (+4) 
l, 0,1 
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Das Gleichgewicht zwischen Hamoglobin und Sauerstoff. 
Von 
Felix Haurowitz'). 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Medizin.-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1938.) 


1. Theorien iiber die Vereinigung von Hamoglobin mit Sauerstoft. 


Die Reaktion zwischen Hiimoglobin und Sauerstoff verliiut 
sicher nicht nach der einfachen Gleichung Hb + O, = HbO,; deni 
an Stelle der dabei zu erwartenden hyperbolischen Dissoziations- 
kurve erhilt man eine §-férmige Kurve, welche einer Reaktio: 
hdherer Ordnung entspricht. 


Fiir die Reaktion Hb, + nO, = Hb, (Q,), gilt bei Annahme unab 


I 


1+ Kh-w' 

Darin bedeutet « den Sauerstoffdruck, y die prozentuale Sittigung de: 
Hiimoglobins mit Sauerstoff und A eine Konstante, deren GréBe von de 
Affinitiit des Hiimoglobins zu O, abhingt. Die sehr sorgfiltigen Messungen 
von Barcroft, A. V. Hill, Roughton, Adair und anderen Forschern 

ergeben fiir n einen Wert von 2.6. 


bingig voneinander reagierender Fe-Atome die Gleichung y = 100 


Nun konnte Adair?) nachweisen, da’ in waBriger Lésung 
Hb,-Teilchen vom Molekulargewicht 66000 enthalten sind; si 
enthalten 4 Fe-Atome und kénnen 4 O,-Molekiile binden: setz 
man jedoch in der oben angefiihrten Gleichung n = 4, so erhiilt 
man keine Ubereinstimmung mit der experimentell beobachteten 
Dissoziationskurve des Oxyhiimoglobins. Zur Beseitigung dieses 
Widerspruches hat Adair*) die Bildung bestiindiger Zwischen 
verbindungen der Formel Hb,O,, Hb,(O,), und Hb,(O, J, aAngenomme 
und nach Einsetzen von 4 verschiedenen empirisch ermittelte: 


') 20. Mitt. zur Chemie des Blutfarbstoffes: 19. Mitt. vgl. Diese 


232 159 (1935). 


*) Vel. Bareroft, Hiimoglobin, Berlin 1929. 
3) J. of Physiol. 58, IV (1923). 
*) J. of Biol. Chem. 63, 529 (1925). 
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Affinitiitskonstanten eine befriedigende Reaktionsgleichung erhalten. 
Pauling®) hat kiirzlich diese komplizierte Gleichung vereinfacht, 
indem er die Annahme einfiihrte, daB die 4 Hiimgruppen eines 
Hb,-Teilchens gleichwertig sind und daB sie paarweise miteinander 
r. ® in Beziehung stehen; Pauling benétigt nur mehr eine Affinitits- 
onstante und eine zweite Konstante, welche ein Maf fiir die 
zwischen den Hiimgruppen eines Hb,-Teilchens wirksame Kraft ist. 
Bei 4 gleichwertigen Hiimgruppen sind 2 Anordnungen der 4 Hb- 
Molekiile im Hb,-Teilehen denkbar, eine quadratische Anordnung I und eine 
tetraedrische Anordnung II. Fir beide Fiille hat Pauling®) einfache 

Gleichungen abgeleitet. 
Hb—Hb 


: ” rs Hb 
Hb—Hb Hb< yp 


Hb 


Die diesen Anschauungen zugrunde liegende Annahme von 
Zwischenverbindungen des Hb, mit 1, 2 und 3 O,-Molekiilen ist 
dadurch recht unsicher, daB der Nachweis solcher Zwischen- 
verbindungen bisher nicht gegliickt ist. Die fraktionierte Krystalli- 
sation partiell mit O, -gesiittigten Blutfarbstoffes liefert keinen 
Anhaltspunkt fiir das Bestehen von Zwischenverbindungen °); auch 
die optischen*) und thermischen’) Anderungen bei der Reaktion 
von Himoglobin mit O, verlaufen stetig und ohne erkennbare 
les Stufen. Es ist bisher nicht gelungen, diesen Widerspruch voll- 
re kommen aufzukliren. 


2. Die Struktur des Hamoglobins 
und ihre Anderung bei Bindung von Sauerstoff. 


Ks ist aus alteren Arbeiten bekannt, daf Himoglobin und 
Oxyhiimoglobin vom Pferd in verschiedenen Formen krystallisieren. 
Dies ist bemerkenswert, denn man kann kaum annehmen, dab 
sich die Form des groben Hb-Molekiils durch die einfache Bindung 
von nur 0,2°/, Sauerstoff wesentlich aindert. Um diesen auffallenden 
Befund nachzupriifen, haben wir Blutfarbstoff vom Pferde durch 
Dialyse und EKlektrodialyse von anwesenden Salzen befreit und 
dann umkrystallisiert. Aus der salzfreien Liésung krystallisierte 


°) Proce. Nat. Acad. Sei. USA. 21, 186 (1935). 

5) Conant u. Me. Grew, J. of Biol. Chem. 85, 421 (1930). 

") Sidwell, Munch, Barron u. Hogness, J. of Biol. Chem. 123, 
225 (1938). 

5} Roughton mit Adair, Barcroft u. a. Biochem. J. (Brit. 30, 
2117 (1936). 
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Hamoglobin in den von Méllenhof®*) beschriebenen 6seitig 8 isu 
hexagonalen rosaroten Tafeln, Oxyhiimoglobin in gelbroten langen @ verfa 
Nadeln (Fig. 1). B va 
Die hexagonale NKrystallform des Hdmoglobins ist mat de rE 
tetraedrischen Anordnung der Hb-Molekiile im Hb,-Teilchen |! @ pict 
besser vereinbar als mit der quadratischen Anordnung I (vgl. oben). arb 
die L 











yon 
cebu 
ASE : 
LuFT BL mole 
Sead 
den 
kom] 
Him 
Asso 
koor 
aggr 
bezie 
Hin 
lon 
eine 
Tew 
halt 
Teil 
den: 
Glo 
triff 
Fig. 1. 
Umwandlung von Hamoglobin in Oxyhimoglobin. 
rom 
Pauling®) gibt der quadratischen Anordnung den Vorzug, weil seh 
der Abstand zwischen je 2 oberflichlich gelegenen Hiimgruppen § 8° 
bei tetraedrischer Anordnung der Hb-Molekiile so groB wiire, da} 9 Ur 
man kaum an gegenseitige Beziehung denken kénnte. Man ver- 
meidet jedoch diese Schwierigkeit, wenn man annimmt, daB die der 
- . i 1: . him 
4 Hiimgruppen nicht an der Oberflache des Teilchens liegen, sondern sal 
ol. a > ia . ° ce : »Sse 
infolge gegenseitiger Anziehung einander geniihert und im Innere) 
des Hb,- Teilchens sind, 
Die Annahme einer gegenseitigen Anziehung der 4 Himgruppen wiri 
durch Beobachtungen itiber die Assoziation von Héimin in wiifrig-alkalisch:: 
Losung gestiitzt. Bereits Vegezzi') hatte festgestellt, daB Hiimin in solche: 
J. A 
*) Z. Biol. 79, 93 (1923). 
) Vegezzi (bei Dhéré), These Fribourg 1916. 
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Lisungen assoziiert ist. Zeile und Reuter'') fanden mit dem Diffusions- 
yverfahren fiir Hiimin in sekundirem Phosphat ein Teilchengewicht von 
etwa 50000. In n/10-NaOH finden wir mit dem gleichen Verfahren Teilchen- 
vewichte von etwa 145000. Es libt sich nun zeigen, dab die Assoziation 
der Hiiminmolekiile mindestens zum Teil durch thre Fe-Atome vermittelt wird. 
Fiigt man nimlich der braungriinen Hiiminlésung NaCN zu, so schliigt die 
Farbe infolge Bildung von Cyano-Hiimin nach Rot um; gleichzeitig steigt 
die Diffusionsgeschwindigkeit stark an. Das Teilchengewicht sinkt auf Werte 
yon < 2800. Offenbar wird das zugesetzte Cyanid an das Hiimin-Kisen 
gebunden !?) und dadurch die gegenseitige Bindung der assoziierten Hiimin- 
molekiile geldst. 

Haurowitz und Kittel?’) haben nachgewiesen, dab das Hiimin-Kisen 
den vollen Paramagnetismus anorganischer Ferri-lonen hat; bei Bildung 
komplexer Cyanverbindungen nimmt die paramagnetische Suszeptibilitit der 
Himinverbindungen wesentlich ab [Pauling')]. Es ist méglich, dab die 
Assoziation des Hiimins durch die starke elektrostatische Feldwirkung der 
koordinativ ungesiittigten Fe-Atome geférdert wird und dab die des. 
aggregierende Wirkung des Cyanids auf die Abnahme der Feldwirkung zu 
beziehen ist. 

Die I*e-Atome des Hémoglobins haben ebenso wie jene des 
Himins das starke paramagnetische Moment anorganischer Fe- 
lonen [Pauling *4)]; deshalb ist unseres Krachtens auch bei ihnen 
ee gegenseitiye Ausziehung und Verlagerung zur Mitte des Hb,- 
Teilchens anzunehmen. Ks sei jedoch betont, dai der Zusammen- 
halt der 4 Hb-Molekiile in Hb,-Teilchen nicht oder nur zum 
Teil durch diese Anziehung der Hamgruppen vermittelt wird; 
denn bei vorsichtiger Abspaltung der Hiimgruppen erhilt man 
Globine, deren Teilchengewicht jenes der Hb,-Teilchen iiber- 
trifit [Roche?)}. 

Aus Fig. 1 ist ersichtlich, dab Hiimoglobin und Oxyhdmoglobin 
rom Pferd auch ber vollkommen glevhen Versuchsbedingungen in 
sehr verschiedenen Formen krystallisieren. Die Krystalle unter- 
scheiden sich nicht nur durch Form und Farbe, sondern auch 
durch ihr Verhalten im polarisierten Licht. 


Die 6seitigen Tafeln des Hiimoglobins bleiben bei Betrachtung lings 
der hexagonalen Achse bei gekreuzten Nicols dunkel, wihrend die Oxy- 
himoglobinkrystalle gerade Ausléschung zeigen '*). LiBt man zu den groBen 
6seitigen Hb-Tafeln vorsichtig Luft zutreten, so fiirben sie sich vom Rande 


1) Diese Z. 221, 107 (1933). 
2) Haurowitz, Diese Z. 169, 235 (1927). 
1%) Ber. chem. Ges. 66, 1046 (1933). 
1) Pauling, Coryell u. Stitt, Proc. Nat. Ac. Se. 22, 159 (1936); 
J. Amer. Chem. Soe. 59, 633 (1937). 
1) Roche u. Combette, Bull. Soc. Chim. biol. 19, 627 (1987). 
16) Haurowitz, Diese Z. 136, 151 (1924). 
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her allmihlich gelbrot, so da man zuniichst an isomorphe Krystalle (es | 


Oxyhiimoglobins denken kénnte. Bei stiirkerer VergréBerung erkennt tay 
jedoch im gelbroten Bezirk ein Gewirr feiner Niidelchen des Oxyhiinio 
globins; sie leuchten bei gekreuzten Nicols auf, wiihrend der rosarote ‘J 
des Krystalls dunkel bleibt (Fig. 2). 

_gelbrot 

(0, Hb) 





“rose 
(Hd) 
parallele gekreuzte 
Nicols Nicols 
Fig. 2. 


Kindringen von Sauerstoff in einen Himoglobin-Krystall 


Aus diesen Versuchen geht deutlich hervor, daB die Binduny 
des Sauerstoffes an Hémoglobin mit einem Umbau des Ivrystall- 
yitters verbunden ist. Er ist vermutlich auf eine Anderung de 
zwischen den Hiimgruppen wirksamen Kriifte zuriickzufiihren: 
denn Pauling’) hat nachgewiesen, dab die paramagnetische 
Suszeptibilitit des Himoglobin-Eisens bei Bindung von Sauerstoti 
vollkommen verschwindet. Mit der Bindung von O, diirfte daher 
eine Abnahme der zwischen den Hiimgruppen wirksamen Anziehung 
verbunden sein, ein Ausernanderweichen der 4 Hiimgruppen im 
Hb,-Teilchen, wahrscheinlich auch eine Anderung der zwischen 
den Hb,-Teilchen wirksamen Kriifte. 

Derartige Kriifte miiBten sich vor allem in konzentrierten Lésungen 
iiuBern und kénnten dafiir verantwortlich sein, dab die Affinitiit des Hiimo 
globins zu Sauerstoff in konzentrierten Lisungen abnimmt [Hill?)). Kin 
niiherer Kinblick in die bei O,-Bindung erfolgende Anderung der Hb-Struktu: 
libt sich von Einkrystall-Aufnahmen erwarten: sie wurden bisher nur an 
Methiimoglobin durehgefiihrt'*). 

Da sich starke Formiinderungen kolloider Teilchen durcl 
eine Anderung der Viscositét nachweisen lassen, wurde die Visco- 
sitiit einer konzentrierten Hiimoglobinlésung vor und nach Sattigung 
mit Sauerstotf untersucht. Es ergab sich hein Unterschied. Man 
muB daraus schlieben, dab die Forminderung der Hb,-Teilchen 
hei der Aufnahme von QO, nicht sehr weit geht und daB man 
keinesfalls an eine vollkommene Aufrollung des Teilchens zu 
denken hat. 

Durch unseren Befund einer Anderung der Krystallform de; 
Himoglobins bei Sauerstoff-Bindung wird die von Pauling’) ver 
tretene Annahme eines gegenseitigen Zusammenhaltes der 4 Him 


 R. Hill ue. Wolfekamp, Proc. Roy. Soc. B 120, 484 (1936). 
18) Bernal, Fankuchen u. Perutz, Nature 141, 523 (1938). 
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gruppen wesentlich gestiitzt. Es scheint, daB die Anziehungskriifte 
zwischen den 4 Himgruppen eines Hb,-Teilchens, aber auch die 


amo Krifte zwischen Himgruppen benachbarter Hb,-Teilchen fiir die 
| im 1. Abschnitt erérterten Abweichungen der Dissoziationskurve 


von der theoretisch zu erwartenden Kurve verantwortlich sind. 


3. Zur Frage der Zwischenverbindungen Hb,O,, Hb,(O,), und Hb,(0.).. 


Der Blutfarbstoff vom Pferd ist wegen der verschiedenen 
Krystallformen des Himoglobins und des Oxyhimoglobins zur 
Priifung der Frage nach Zwischenverbindungen besonders geeignet. 
Fig. 1 zeigt in einem Priiparat beide Formen nebeneinander, 
im Inneren der Lésung die Gseitigen Hb-Tafeln, am Rande, nahe 


ul hit] 2 am . 7 r .> 

‘ der Luftblase grobe Oxyhiimoglobin-Nadeln. Niemals traten Uber- 

ne yangsformen der beiden Verbindungen auf. Sie hiitten sich unter 
- Ys) | 


i dem Mikroskop durch eine Mischfarbe zwischen rosa und gelbrot 
. verraten miissen. Es ist auf Grund dieser Befunde’ weniq wahr- 
scheinlich, dap solche Zwischenverbindungen bestindig sind. 

Auch dies wird verstiindlich, wenn man mit Pauling’) eine gegen- 
seitige Koppelung der 4 Hiime im Hb,-Teilchen annimmt. Durch den Ein 
tritt des ersten O,-Molekiils wird vermutlich die gegenseitige Bindung der 
in 4 Hiime so weit gelockert, dab die 3 anderen Hiimgruppen auseinander- 
Cli @ > riicken, vielleicht auch sich der Obertliiche des Teilchens nihern: dadurch 
wiirden sie schneller mit Sauerstoff gesittigt und Hb, ohne Bildung be- 
stiindiger Zwischenformen in Hb,(O,), umgewandelt. 


in 4. Unheitlichkeit des krystallisierten Hamoglobins. 


Himoglobin wird allgemein als einheitliche Substanz an- 
gesehen. Dies trifit fiir das krystallisierte Himoglobin vom Pferde 
ch = sicher nicht zu; denn wir fanden in dem entsprechenden Globin 
o- @ 0,32°/, Schwefel!*), das sind 1,6 Atome S auf je 1 Atom Fe. Daraus 
1g vceht hervor, dab hier mindestens 2 Arten von Hb-Molekiilen 
in vorkommen, 1. Molekiile mit 1 S-Atom auf je 1 Fe-Atom und 
n 2. Molekiile mit 2 oder mehr S-Atomen. Einen weiteren Beweis 
n fiir die Uneinheitlichkeit des krystallisierten Pferdehiimoglobins 
u liefern serologische Versuche; wir haben mit Brein1?°) festgestellt, 
daB nur ein Teil des Himoglobins durch das homologe Anti- 
Hb-Serum priizipitiert wird. Kin anderer Teil bleibt in Lésung, 
auch wenn ein UberschuB an Antiserum zugefiigt wird. Aus diesen 


%) Haurowitz, Diese Z. 282, 154 (1935). 
*) Breinl u. Haurowitz, Diese Z. 192, 50 (1930). 
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Versuchen geht hervor, daB das anscheinend einheitliche Héii. 
globin vom Pferd ein Gemisch mehrerer. Hémoglobine ist. lie 


experimentell gefundene Dissoziationskurve ist daher als Resultante 


mehrerer einander iiberlagernder Kurven anzusehen. 


is ist anzunehmen, dab auch in dem anscheinend einheitlichen Hiinio 
globin anderer Tiere mehrere verschiedene Hiimoglobine enthalten sind. 
Beim Menschen ist dies experimentell sichergestellt?! **), — Bisher liBt sich 
nichts dariiber aussagen, ob die einzelnen Hb,-Teilchen des Pferdehiimo- 
globins aus 4 gleichen oder aber aus 4 verschiedenen Hb-Molekiilen zu 
sammengesetzt sind. Im letzteren Falle wiren die 4 Himgruppen des Hb,- 
Teilchens nicht mehr als gleichwertig anzusehen und ein entsprechender 
Faktor in die vereinfachten Reaktionsgleichungen einzufiihren. 


Zusammenfassung. 


1. Aus reinem Blutfarbstoff vom Pferde krystallisieren Hb und 
Oxy-Hb in verschiedenen Formen. Ubergangsformen mit partieller 
Sauerstofi-Sattigung wurden nicht beobachtet. In den Hb,-Teilchen 
sind die 4 Hb-Molekiile wahrscheinlich tetraedrisch angeordnet. 

2. In den Hb,-Teilchen wird mit Pauling) eine gegenseitige 
Anziehung der 4 Hamgruppen angenommen und die Anderung 
der Krystallform bei Bindung von O, auf ein Auseinanderweichen 
der 4 Himgruppen infolge Abnahme der Feldwirkung der koordi- 
nativ gesittigten Fe-Atome zuriickgefiilrt. 

3. Auch die Assoziation des Hiimins in wiBrig-alkalischer 
Lésung wird auf die Feldwirkung der paramagnetischen Fe-Atome 
bezogen: denn Zusatz von Cyanid bewirkt Bildung von Cyano- 
himin und weitgehende Desaggregation. 

4. Das anscheinend einheitliche krystallisierte Himoglobin 
vom Pferd ist ein Gemisch mehrerer Hiimoglobine. 

5. Die Bedeutung dieser Befunde fiir das Gleichgewicht zwischen 
Hb und O, und fiir die Form der Dissoziationskurve wird erdrtert. 


Beschreibung der Versuche. 
1. Darstellung der Blutfarbstoff-Krystalle. Blutkirperchen vom 


Pferd wurden auf der Zentrifuge 3 mal mit 1°/,iger NaCl-Lésung gewaschen 
und der dicke Brei der Erythrocyten 24 Stunden lang unter Riihren gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Die hiimolytische Flissigkeit wurde der 
Elektrodialyse im Paulischen Apparat unterworfen, bis die Leitfihigkeit 
des destillierten Wassers erreicht war. Nun wurden die Stromata abzentri- 
fugiert und die klare Lésung abgekiihlt. Bei energischem Durchblasen von 


“') Haurowitz, Diese Z. 186, 141 (1930). 
*) Brinkman, Wildschut u.Watermann, J. of Physiol. 80,377 (1934. 
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Luft erstarrte die Losung zu einem Brei hellroter Oxyhimoglobin-Krystalle. 
Sic wurden in der Kilte abgenutscht, bei 37° in méglichst wenig Wasser 
vel6st und in den Eisschrank gestellt. Im Laufe einiger Zeit trat Auto- 
reduktion zu Hiimoglobin ein und Abscheidung groBer regelmiibiger 6 seitiger 
Tafeln des Hiimoglobins. 

Kine kleine Menge dieses Krystallbreies wurde vorsichtig auf einen 
Objekttriiger gebracht und das mit einem Deckglas geschiitzte Priiparat 
zur Vermeidung des Eintrocknens in einer feuchten Kammer von Zimmer 
temperatur gehalten. Dabei drang vom Rande her allmiihlich Sauerstotf in 
das Priiparat und wandelte im Laufe mehrerer Tage die rosaroten 6 seitigen 
Tafeln des Hiimoglobins in die gelbroten strahlig angeordneten Nadeln des 
Oxyhimoglobins um (Fig. 1). Liiftet man fiir ganz kurze Zeit das 
Deckgliischen, so siittigt sich die Mutterlauge mit O, und der Sauerstott 
dringt in die hexagonalen T'afeln ein. Sie firben sich zunidichst vom Rande 
her gelbrot (Fig. 2), spiiter in ihrer ganzen Masse. 


2. Viscosimetrie. In einem Ostwaldschen Viscosimeter, dessen 
Wasserwert 78” war, wurde zuniichst die Viscositiit einer 15°/, igen Lisung 
des nach 1. dargestellten Hiimoglobins bestimmt. Ein Teil der Lésung 
wurde in einer geriumigen Flasche durch Hin- und Herrollen mit Sauer 
stot gesiittigt, ohne dab dabei Denaturierung oder Inaktivierung eintrat. 
Die Ausflubzeiten waren: Hiimoglobin 184”, Oxyhiimoglobin 180”. Eine 
13,5°/,ige Lésung von Oxyhiimoglobin in 1,25°/, NaCl gab  folgende 
Werte: 129”, 182”; nach Umwandlung in Hiimoglobin durch Zusatz eines 
Kérnchens Na,S,O,: 139”, 129”; nach weiterer Siittigung mit CO: 132”, 
129”. Innerhalb der methodischen Fehlergrenzen ist also kein Unterschied 
zwischen Hiimoglobin, Oxyhiimoglobin und Kohlenoxydhiimoglobin erkennbar. 


3. Diffusionsversuche. In Anlehnung an das Verfahren von Nor- 
throp und Anson {J. gen. Physiol. (Am.) 12, 548 1929] wurde eine 
0,08°),ige Lésung von «-Cl-Hiimin in n/10-NaOH in eine Diffusionshiilse G, 
von Schott eingefiillt und die Diffusion des Farbstottes in die Auben 
Hiissigkeit stufenphotometrisch gemessen. Die von Zeit zu Zeit entnommenen 
Mengen der AubBenfliissigkeit wurden nach der Messung médglichst voll- 
stiindig wieder in das Aubengefib gebracht. Die Hiilse hatte einen Durch- 
messer von 50 mm und fabte 110 cem Inhalt; als Aubenfliissigkeit dienten 
110 eem n/10-NaOQH. Die Apparatur stand in einem Raum von anniihernd 
konstanter ‘Temperatur (15 + 1°). Da keine besonderen VorsichtsmaBnahmen 
vetroffen wurden, um die Temperatur und andere iiubBere Bedingungen ge- 
nauer einzuhalten, kann die eben beschriebene einfache Vorrichtung nur 
anniihernd richtige Werte liefern. Fiir die hier untersuchten Fragen war 
dies bedeutungslos, da sich zwischen Hiimin und Cyanohiimin Unterschiede 
von mehr als 1 Grébenordnung ergaben. Bei Berechnung der Teilchen 
gewichte wurde vereinfachend angenommen, dab die Teilchen kugelférmig 
sind, so dab die Molekulargewichte zweier diffundierender Substanzen dem 
Quadrat der in der Zeiteinheit diffundierenden Substanzmengen verkelirt 
proportional sind. Sind die pro Tag diffundierenden Mengen (in cem) Q, 
und QY, und die Teilchengewichte M, und M,, so besteht die einfache 
Beziehung @,/Q, =) M,/M,. Als Testlésung diente eine n-Rohrzucker 
lésung; von dieser diffundierten pro Tag 4,95 ecm der Innenlésung nach 
auBen. 
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Die Untersuchung der Himinlésung hatte das folgende Ergebnis: 


Zeit in Tagen... . 0,29 0,96 1:2 2,9 4,0 
Diffund. Menge in cem — 0,07 0,126 0,136 0,245 0,315 
com pro Tag ... . 0,24 0,131 0,114 0,085 0,079 


Ber. Teilchengewicht . 1453000 485000 640000 1160000 1320000 


Die allmiihliche Zunahme der Teilchengewichte beruht vermutlic!) 
darauf, dab sich die Poren des Sinterfilters allméhlich durch Adsorption 
von Himinaggregaten verstopfen. 

Eine gleiche Untersuchung von 0,08°/, «-Cl-Hiimin in n/10-NaQU 
unter Zusatz von 0,49°/, NaCN gab folgende Werte: 


Zeit in Tagen : 0,75 1,7 2,7 8,7 4,7 5,7 
Diffund. Menge in cem 1,6 3.7 5,2 6,8 9,1 10,6 
com pro Tag .... 2,1 33 1.9 1,8 1,9 1.9 
Ber. Teilchengewicht . 1900 1700 2300 2600 2300 2300 


Aus dem Versuch geht hervor, dab die TeilchengréBe der Hiamin 
aggregate bei Zusatz von Cyanid sehr stark abnimmt und sich dem Mole 
kulargewicht des monomeren Cyanohiimins niihert. 
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Weitere Mitteilung zur Kenntnis der Natur 
der Hefe- und Leberarginase’). 
Von 
S. Edlbacher und H. Baur. 


(Unter Mitwirkung von M. Becker.) 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 193%.) 


Die in den vorangehenden Mitteilungen *) niedergelegten Beob- 
achtungen ergaben, daf die Arginase einerseits durch proteolytische 
Knzyme dauernd inaktiviert wird, und andererseits konnte in 
Ubereinstimmung mit anderen Autoren gezeigt werden, daB eine 
vanze Anzahl von Metallen wie Mangan, Kobalt, Nickel, Cadmium 
usw. das Enzym auBerst stark aktivieren kann. Eisen ist dabei 
ohne jede Wirksamkeit. Andererseits konnten wir in den genannten 
Untersuchungen zeigen, daf die Arginase weder durch lohlen- 
oxyd noch durch Blausiiure gehemmt wird. Dies fiihrte uns zu 


gier Annahme, daf die natiirliche Arginase aus einem Triiger von 


Proteinnatur und einer metallischen Wirkungsgruppe bestehen muB. 
Da von all den aktivierenden Metallen ausschlieBlich das Mangan 
in den lebenden Geweben in denjenigen Quantititen vorhanden 
ist, die eine solche Wirkung herbeifiihren kénnen, war demnach 
mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dab tatsiichlich dieses 
Metall die Wirkungsgruppe des harnstoffbildenden Enzyms dar- 
stellt. In den genannten friiheren Versuchen mit H. Pinésch 
konnten wir auch zeigen, daB Arginase durch ganz kurzdauernde 
Salzsiureeinwirkung bei niedriger Temperatur inaktiviert wird 
und durch nachtriigliche Neutralisation und Zusatz von Mangan 
wieder ihre volle Aktivitaét zuriickgewinnt. Wir haben diese Ver- 
suche fortgesetzt und kénnen nun zeigen, dab es durch einfache 
Dialyse moéglich ist, Arginase tierischer und pflanzlicher Herkunft 
ganz oder sehr weitgehend zu inaktivieren und diese fast un- 
wirksamen Lésungen durch Zusatz von verschiedenen Metallionen 


') Naturw. 26, 268 (1938). 
*) Diese Z. 250, 241 (1937); 245, 65 (1936); 242, 253 (1936). 
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wieder zur vollen Wirksamkeit zu bringen. Es gelingt dieser Ver- 
such mit Mangan, Zink, Nickel, Kobalt, Cadmium, Vanadin, wihrend 
Kisen, Calcium, Magnesium, Kupfer keine Aktivierung herbeifiihre», 
Bei diesen Versuchen wurden den Ansiitzen die verschiedency 
Metalle in Form ihrer Sulfate bzw. Chloride zugegeben, so dab 
die SchluBkonzentration m/1000 betrug. Dies sind natiirlich voll- 
kommen unphysiologische Verhiltnisse, und wir werden weiter unten 
auf diesen Punkt noch sehr ausfiihrlich zuriickkommen. Wie wir 
in der vorangehenden Mitteilung mit von Segesser zeigen! 
konnten, tindet sich im Hefemacerationssaft eine sehr kriittig 
wirkende Arginase. Bereitet man sich also aus Trockenhefe? 
Lebedewschen Macerationssaft und zwar ohne Anwendung von 
Toluol, und dialysiert diesen Saft bei 0° ungefiihr 2 Tage unter 
hiufigem Wechseln des Dialysewassers, so sinkt die Aktivitiit 
der Arginase rasch auf einen Bruchteil des Anfangswertes ab. 
Setzt man nun zu derartigen schwach wirksamen Siiften die oben 
genannten Metallsalze in Konzentrationen bis zu m/1000 zu, so 
werden sie wieder sehr stark wirksam, und zwar erhilt man da- 
bei Aktivierungsetiekte, die den Anfangswert des unveriinderten 
Saftes noch stark tibersteigen kénnen. Es lift sich dabei zeigen, 
dab sowohl in dem Dialysat als auch im Restsaft Mangan in 
betriichtlichen Mengen noch enthalten ist. In diesem Zusammen- 
hang wollen wir hervorheben, dab wir auf die Wiedergabe der 
von uns ermittelten Manganwerte bei allen den folgenden Ver- 
suchen verzichten, denn die Untersuchungen haben uns gezeigt, 
daB die bisher in der Literatur beschriebenen Bestimmungs- 
methoden dieses Metalles auf chemischem Wege iiuBerst emptindlich 
sind und in den meisten Fallen ungenaue Werte lefern. GréBen- 
ordnungsweise wiesen wir das Mangan in der Weise nach, dab 
wir in dem salpetersauren Aschenauszug die Oxydation mit Per- 
sulfat und Silbernitrat durchfiihrten und das entstandene Per- 
manganat colorimetrisch oder auch titrimetrisch mit arseniger 
Siure maBen. Wir sind mit Versuchen beschiiftigt eine exakte 
Manganbestimmung fiir kleine Mengen auszuarbeiten. Es gelingt 
also schon durch 2tiigige Dialyse bei 0° die Hefearginase in 
Co-Ferment und Triger zu spalten. Wir haben in friiheren 
Arbeiten vergeblich versucht, durch Elektrodialyse und Dialyse 
den gleichen Effekt an tierischer Arginase herbeizufiihren. Durch 
') Als vorl. Mitt. erschienen in Naturw. 26, 267 (1938). 
} Der Direktion der Brauerei Warteck, Basel méchten wir fiir Uber 
lassung der Frischhefe unseren besten Dank aussprechen. 
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unsere jetzigen Experimente kénnen wir aber zeigen, daB auch 
tierische Arginase sich durch Dialyse inaktivieren libt. Die Dialyse 
mufS nur bei 0° ungefihr 4 Wochen lang durchgefihrt 
werden. Bei allen derartigen Versuchen wurde selbstverstindlich 
die Ausgangsenzymlésung unter gleichen Verhiltnissen aufbewahrt, 
und es wurden die Aktivierungsversuche mit dieser gleichaltrigen 
Ausgangslésung verglichen. Auch hier ergab sich dasselbe Resul- 
tat: Die Aktivierung der Leberarginase sinkt bei fortschreitender 
Dialyse allmihlich bis fast auf Null ab, wihrend die nichtdialy- 
sierte Enzymlésung durch den AlterungsprozeB auf ungefihr 70°/, 
ihres Anfangswertes sinkt. Derartig gealterte Leberarginase laBbt 
sich in der oben genannten Weise mit den verschiedensten Metall- 
ionen wieder aktivieren. Dampft man die Dialysate bei 35° 
unter AusschluB von Sauerstoff ein und setzt die eingeengte 
Fliissigkeit in verschiedenen Konzentrationen der inaktiven Enzym- 
lisung wieder zu, so gelingt es nicht, einen Aktivierungsefiekt 
zuerzielen. Offenbar wird auch bei dieser vorsichtigen Behandlungs- 
weise das im Dialysat enthaltene Mangan in eine unwirksame 
Komplexverbindung tibergefiihrt, oder es bilden sich sonst irgend- 
welche Hemmungskérper’) Zur genaueren Kennzeichnung der 
Reaktivierung der Fermentlésungen wurde nun in der Weise vor- 
gegangen, daB wir einerseits mit den Mengen der zugesetzten 
Metallionen bis auf m/300000 heruntergingen, und andererseits 
auch die Spaltung bei verschiedenen aktuellen Reaktionen durch- 
fihrten. Diese Versuche zeigten nun eindeutig, dab Mangan 
noch bei einer minimalen Konzentration einen ‘iuBerst kriftigen 
Aktivierungseffekt erzielt, indem bei einer Metallkonzentration 
von m/100000 die fast unwirksame Enzymlésung noch stiirkere 
Aktivitat zeigt als die nichtdialysierte gleichalterige Fermentlisung, 
wihrend alle iibrigen Metalle bei solchen Minimalkonzentrationen 
entweder gar nicht, oder aber nurmehr ganz schwach wirken. 
Auch bei der Variierung der Wasserstoffionenkonzentration kommt 
das gleiche Resultat zustande. Nickel und Kobalt kénnen eben- 
falls inaktivierte Arginase bei p,, 7,7 bzw. p,, 6,8 reaktivieren 
(L. Hellermann und M. L. Perkins’). Dies gelingt jedoch nur 





1) Vgl. hierzu unsere Untersuchungen mit J. Kraus u. G. Walter 
‘Diese Z. 206, 65 (1932)] tiber die von anderen Autoren behauptete Existenz 
einer Zookinase, die bei Herstellung eines Aceton-Trockenpulvers in den 
eingeengten Acetonextrakten enthalten sein soll. Diese Angaben konnten 
wir bei sorgfiltigster Priifung niemals realisieren. 

2) J. of Biol. Chem. 112, 175 (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIV. 
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mit hohen Metallkonzentrationen. Wie aus unseren nachherigen 
Versuchen hervorgeht, sind diese Metalle bei Minimalkonzen- 
trationen auch bei diesen p,,-Werten unwirksam. Dementsprechend 
kénnen wir sagen, da von allen Metallaktivierungen das Mangan 
bei einer Konzentration von wenigen Gamma pro Kubik- 
zentimeter Versuchslésung als Co-Ferment der Arginase 
wirksam ist, wihrend die in hoher Konzentration ebenfalls als 
aktivierend erkannten Metalle iiberhaupt nicht mehr wirken. Da- 
her halten wir die Annahme, daB das Manganion das Co- 


Ferment der Arginase bildet, fiir bewiesen. Wie aus den | 


Untersuchungen von Kubowitz?) im Warburgschen Institut 
hervorgeht, spielt bei der Phenoloxydase das Kupfer ebenfalls die 
Rolle des Co-Fermentes. Dadurch wird die von uns ermittelte 
Tatsache zu allgemeiner Bedeutung gehoben, denn es gibt also 


einen ‘ypus von Enzymen, welcher dadurch gekennzeichnet. ist, | 


daf er aus einem Trigerprotein und einem metallischen 
Co-Ferment besteht, welches abdialysierbar ist. 


Wie wir schon in unserer vorliiufigen Mitteilung erwihnten, 


haben wir auch den KinfluB der meisten bis jetzt bekannten 
Co-Fermente und Wirkungsgruppen in diesem Zusammenhang 
untersucht, indem wir sowohl! frisch bereitete Enzymlésung als 
auch die durch Dialyse inaktivierte bei Gegenwart dieser Stofie 
auf Arginin einwirken lieBen, Es kamen zur Anwendung: Lacto- 
flavin, Aneurin, Ascorbinsiiure, Nicotinsiureamid, Cystein, Adenyl- 
siure. Auer diesen Verbindungen wurde auch der EHinfluB vou 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd untersucht. Hefearginase wird 


durch Cystein namentlich unter anaeroben Bedingungen sehr stark | 
gehemmt. Uber diese T'atsachen werden wir in einer spiiteren 


Mitteilung berichten. Alle anderen Substanzen ergaben aber keinen 


oder nur einen gerade wahrnehmbaren KinfluB auf die Harnstofi- | 


bildung. Wie aus den nachfolgenden Untersuchungsprotokollen 
hervorgeht, sei ausdriicklich hervorgehoben, da8 es niemals gelang, 
eine Arginaselésung durch prolongierte Dialyse vollkommen zu 


inaktivieren. Ks schlieBen deshalb unsere bisherigen Versuche 


nicht absolut die Méglichkeit aus, daB auSer dem Trigerprotein 


und dem Mangan noch eine andere Substanz am Aufbau des | 


Enzyms beteiligt ist. Wir halten aber diese Annahme fiir héchst 
unwahrscheinlich, denn es zeigte sich, dab auch alle ausdialysierten 
Enzymlésungen noch geringe Mengen yon Mangan enthalten. Dies 





~ 


1) Biochem. Z. 296, 448 (1938). 
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laBt sich vielleicht so deuten, daB ein Teil des Mangans durch 
die Kolloide so fest gebunden ist, da® er durch einfache Dialyse 
nicht entfernt werden kann. Ob dies in den fast unwirksamen 
Enzymlésungen noch vorhandene Mangan aber noch in Beziehung 
zur Arginase steht, ist nicht bewiesen. Nach den Untersuchungen 
yon O. Warburg?) sowie von Ohlmeyer und Oschoa?’) ist das 
Mangan auch ein wesentlicher Bestandteil der Cozymase. Wahrend 
des Lebensvorgangs werden dementsprechend Kohlehydratabbau 
und Harnstoffbildung um das Mangan konkurrieren. Es erdéffnet 
uns diese Tatsache also auch die Perspektive, daf Kiweib-Stoff- 
wechsel und Kohlehydrat-Stoffwechsel iiber die gleiche metallische 
Wirkungsgruppe miteinander gekoppelt sind. 

Die schon vorher erwiihnte enorme Sauerstoffempfindlichkeit 
der Hefearginase findet sich bei tierischer Arginase in viel 
schwiicherem Mabe ausgepriigt. Wird Leberarginase gereinigt oder 
dialysiert,so geht diese Sauerstoffempfindlichkeit der Leberarginase 
verloren. Wir miissen daraus schlieBen, daB die Oxydo-Reduktions- 
vorginge nicht die enzymatische Spaltung des Arginins an sich 
betreffen, sondern daB im Knzymmolekiil unter gewissen Bedingungen 
Oxydationsvorgiinge Platz greifen kénnen, die das Enzym in seiner 
Wirksamkeit schidigen. Unsere schon vor Jahren mitgeteilten Ver- 
suche’) iiber den Einflu8 von Sulfhydrylkérpern auf die Arginase- 
spaltung haben wir damals schon als Schutzwirkung dieser Sub- 
stanzen definiert. Man kénnte auch die Annahme machen, dai 
unter dem EinfluB des Sauerstoffs ein Valenzwechsel des Mangans 
stattfindet, und dadurch das Co-Ferment der Arginase auBer 
Aktion gesetzt wird. Dieser Fall wiirde dann in extremem MaBe 
im Hefemacerationssaft eintreten. Dies ist jedoch zuniichst eine 
vollkommen unbewiesene Vermutung, denn es kénnte natiirlich 
auch an irgendeiner Stelle des Triger-Proteins ein oxydativer 
Vorgang einsetzen, der die Inaktivierung des Enzyms_ bewirkt. 

Endlich wollen wir noch einige Vermutungen iiber die all- 
vemeinere biologische Bedeutung der hydrolytischen Argininspaltung 
aussprechen. Die Hauptrolle der Arginasereaktion beim Siuger 
diirfte wohl sicher in der Bereitung des Harnstoffs hegen. Das 
Fehlen der Arginase in der Sauropsidenleber, worauf schon im 
Jahre 1913 A.Clementi hingewiesen hat, spricht auch vollkommen 
fiir diese Annahme. Wie wir nun aber in zahlreichen Unter- 


1) Biochem. Z. 287, 294 (1936). 2) Biochem Z. 293, 338 (1937). 
5) Helvet. chim. Acta 17, 1030, (1934). 
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suchungen zeigen konnten, findet als Begleiterscheinung bei jeder — 
Zellteilung die Arginasereaktion statt. Wir haben deshalb schon | 
vor vielen Jahren die Arginasespaltung als Wachstumsreaktion | 
gekennzeichnet, und in letzter Zeit hat Needham dies auch fir die | 
Entwicklung des Hiihnerembryos bestiitigen kinnen. Es ergibt | 
sich demnach die Frage, ob der gesteigerte hydrolytische Arginin- 


zerfall in wachsenden Geweben nur ein Index fir die erhdhte 
Mobilisierung der Zell-Proteine darstellt, oder ob er in einer 
anderen Weise zu deuten sei. Beim Studium enzymatischer 


Reaktionen gelingt es im allgemeinen nur, die Abbauvorgiinge zu — 
kennzeichnen. Es ist aber durchaus vorstellbar, daB in der lebenden 
und sich teilenden Zelle das Arginin eine ganz andere Rolle spielt, | 
indem im Leben der in dem Argininmolekiil enthaltene Stickstoft | 


auf andere Molekile iibertragen werden kénnte. Das Arginin 
wiirde also auf Grund seines hohen Stickstoffgehaltes auf dem 
Wege einer Umamidierung mit stickstofffreien Substanzen rea- 
gieren die aus dem Kohlenhydratstoffwechsel stammen, und die 
man sich als Carbonylverbindungen vorstellen mu’. Wihrend in 
Enzymlésungen Harnstoff als Stabilisierungsprodukt entsteht, kénnte 
vielleicht in der lebenden Zelle die abgeléste Aminogruppe zur 
Proteinsynthese Verwendung finden. Dadurch wire auch das 
Auftreten von argininspaltenden Enzymen in allen wachsenden 
Geweben verstiindlich }). 


Experimenteller Teil. 


Einflu8 von Luft und Stickstoff auf die Wirkung der Hefe- 
arginase. Herstellung von Hefemacerationssaft. 1 Teil Trockenhefe + 
4 Teile Wasser werden 3 Stunden ohne Zusatz von Toluol bei 38° maceriert, 
dann zentrifugiert und eventuell filtriert. 

Ansatz: 3cem Macerationssaft + 

3 ,, m/10-Arginincarbonat in py 9,4 gelést + 

3 ,, m/5-Cysteinchlorhydrat neutralisiert auf 20cem mit py 9,4 
ohne Toluol 4 Stunden in Luft oder in Gegenwart von Stickstoff bei 38” 
gespalten, anschlieBend Ureasezerlegung und Soda-Folin. 




















Verbrauch cem n/50-Schwefelsiiure 
in Luft | in Stickstoff 
Macerationssaft allein ..... 14,45 | 26,05 
,9 + Cystein. ... 15,50 14,45 





1) Eine Darstellung dieser Hypothese in ihren weiteren Konsequenzer 
erscheint gleichzeitig in der Schweiz. med. Wschr. als Festschrift fiir den 
Intern. PhysiologenkongreB, Ziirich 1938. 
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Reaktivierung eines inaktiven Hefe-Dialysats durch Mangan- 
einwirkung. Der Hefemacerationssaft wird in einem Cellophanschlauch bei 0° 
gegen Wasser dialysiert, das Wasser wird in den ersten 20 Stunden 4mal, 
dann tiglich gewechselt. Die nichtdialysierte Kontrolle wird gleichzeitig 
bei 0° aufbewahrt. 


Ansatz: 8 ccm Arginincarbonat m/10 py 9,4, 
2 ,, Mangansulfat m/100, m/1000, m/10000, m/30000, 
3 ,, Hefemacerationssaft bzw. entsprechende Verdiinnung, 
Dialysat mit Glycinpuffer p,;, 9.4 auf 20 cem, ohne Zugabe von Toluol, 
Spaltung 6 Stunden bei 38°, dann wie oben. 


Es wurde neben dem Harnstoff auch das Ammoniak bestimmt, diese 
Ammoniakzahlen sind beim untenstehenden Protokoll schon abgezogen. 























Verbrauch cem n/50-Schwefelsiure 
Sofort | Nach 20Std. | Nach 44 Std. | Nach 72 Std. 
| Dialyse | Dialyse Dialyse 
Kon- | Kon- | Dialys.| Kon- | Dialys.| Kon- | Dialys. 
trolle | trolle | Saft | trolle | Saft | trolle | Saft 
Saft allein 18,3 | 12,3 540 | 7,10 | 3,55 | 5,20 | 1,65 
+ MnSO, | 
m/1000 24,04 | 30,90 24,60 | 13,15 21,10 12,70 | 12,60 
+ MnSO, | | 
m/10000 25,20 | 22,90 | 14,00 | 16,00 | 10,15 | 12,90 | 8,30 
| 
+ MnSO, | | | 
m/100000 | 23,00 | 17,95 | 8,50 | 13,20 5,30 7,90 | 3,40 
+ Mnso, | | | | 
m/300000 | 18,40 | 12,40 545 660 3,25 4,85 | 1,90 





Einwirkung verschiedener Metallionen auf die Reaktivierung 
von Hefearginase. 











Kontrolle g essen fi ‘ert 
Metall Konzentration ves 49 Stunden dialysier 
in N, | Luft | in N, | Luft 
Enzym allein. . . 9,40 4,85 7,70 | 3,50 
Mangansulfat. . . m/10000 10,5 | 14,90 
~ ee a m/100000 9,1 15,70 | 6,90 
: . . .4  m/600000 | 19,20 
780, ...... m/10000 | 2,65 1,50 
. is Ee ae m/100000 4,10 7,00 3,20 
ae m/10000 6,25 6,55 
- Aeecvase, ee 4,50 8,75 4,20 
a a oe ee m/600000 
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(Fortsetzung der Tabelle.) 


AS SET RS TE memento — 


























. Dialyse 

Kontroll er 
Metall Konzentration vomee’" 149 Standen dialysiert 

lh in N, “Luft in N, Luft 
| ‘m/10000 4,80 | 8,80 
on Beige m/100000 5,45 8,75 | (8,75 
rs m/10000 2,80 / 0,40 
" ee m/100 000 4,00 5,50 | 2,75 
Vanadinsaures Na. m/10000 4,30 | 4,25 
= : m/100000 6,15 7,25 | 5,70 

SS m/10000 4,50 | 4,25 
™ — aoe m/100000 5,10 8,85 4,55 
a m/10000 5,75 5,60 
a i; arag Sa m/100 000 5,20 9,80 5,65 

Leberarginase. 


Herstellung eines Leber-Acetontrockenpulvers. Die frische Kalbs- 
leber wird in der Hackmaschine zerkleinert, 20 Minuten mit der 10 fachen 
Menge eisgekiihlten Acetons bei 0° extrahiert, das Aceton dekantiert, noch- 
mals mit der 10fachen Menge Aceton bei 0° extrahiert, dann ein drittes 
Mal nur mit der 5fachen Menge Aceton. Dann wird sofort abgesaugt, das 
Pulver an der Luft getrocknet, in der Kugelmiihle gemahlen und in ver- 
schlossener Flasche im Eisschrank auf bewahrt. 


Herstellung einer Leber-Enzymlésung. 1 Teil dieses Leberpulvers 
wird mit der 10fachen Menge physiologischer Kochsalzlésung iiber Nacht 
bei 0° extrahiert, dann filtriert. Eia Teil des Saftes wird als Kontrolle ver- 
wendet und bei 0° aufbewahrt, der andere Teil wird in einem Cellophan- 
schlauch gegen Wasser bei 0° dialysiert, in den zwei ersten Tagen wird 
das Wasser 6fters gewechselt, dann tiiglich. 

Ansatz: 0,5 cem Kontrollsaft bzw. entsprechend verdiinnter Dialysesaft, 
3,0 cem m/10-Arginincarbonat im entsprechenden py; gelést, 
2,0 cem Metallsalz mit dem entsprechenden py auf 20 ccm. 


Spaltung 2 Stunden bei 38°. Dann Ureasezerlegung, anschlieBend 
Soda-Folin. 

Die Versuche wurden alle nach dem gleichen Schema durchgefiihrt. 
Wiihrend der Dialyse fallen selbstverstiindlich in der Enzymlésung die 
Globuline aus. Von diesem Globulinniederschiag wurde abzentrifugiert und 
gewaschen. Die Globuline zeigten nur eine ganz geringe Aktivitit, wiaihrend- 
dem in der Restlésung die Hauptmenge des Enzyms enthalten war. Wie 
wir schon in unserer Mitteilung mit Pinésech annehmen, gehért also 
scheinbar das Triigerprotein der Gruppe der Albumine an. Die Reaktivie- 
rungsversuche wurden sowohl bei p,;; 7, 8 und 9,4 ausgefiihrt. Wir geben 
in der Folge nur die Versuche bei py; 9,4 wieder, da die Versuche bei pj; 7 
und 8 das gleiche Resultat zeigten. Die in der folgenden Tabelle angegebenen 
Zahlen sind die verbrauchten cem n/50-Schwefelsiiure nach der Destillation. 
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Bei Pu = 9,4. 


























J 41 Tage dialysiert 30 Tage dialysiert 
Metall Konzen- — oo — aie 
tration | Kontrolle | Dialysierte| je ontrote | Dislysierte 
| Albumine | Albumine 
Enzym .. . | ohne Zusatz 16,10 | 2,90 16,15 3,00 
MnSO, ... m/10000 29,95 16,75 22,50 20,95 
4 m/100000 28,60 17,45 22,80 20,05 
» «| m/300000 23,25 | 1,55 18,80 9,80 
i) ae m/10000 20,00 | 4,95 17,40 6,05 
‘9 m/100000 20,10 | 3,35 17,85 3,95 
» nd a m 300000 21,10 3,00 17,40 3,90 
Ney s&s m/10000 20,80 8,35 18,00 3,60 
a m/100000 20,90 2,95 17,45 3,40 
. m/300 000 19,70 | 2,95 14,50 3,45 
42 Tage dialysiert 31 Tage dialysiert 
Enzym .. . } ohne Zusatz 14,15 | ~-8,00- 16,50 3,10 
MnSO, ... m/10000 21,05 16,60 23,50 22,20 
s. m/100000 19,05 | 16,60 22.75 | 21,60 
>» «+. | mn/300000 15,85 | 8,05 18,55 9,60 
Creu, ... m/10000 16,15 | 10,70 19,60 12,65 
‘i m/100000 ° 15,70 | 10,25 19,50 | 11,25 
% es m/300000 12,20 | 4,30 18,20 | 2,80 
FeSO, ... m/10000 12,95 | 2,10 18,80 1,65 
" m/ 100000 12,25 3,70 19,50 3,15 
- m/300000 | — 13,50 _ 8,55 19,60 3,00 
44 Tage dialysiert 33 Tage dialysiert 
Enzym .. . | ohne Zusatz | 18,25 2,80 14,50 | 3,85 
MnSO, .. . m/10000 28,10 16,30 19,65 21,60 
‘ m/100000 23,75 16,10 22,80 21,45 
>» + « « | m/300000 19,50 7,80 18,85 9,55 
Bano, ... m/ 10000 15,80 1,15 15,90 1,65 
‘i m/100000 15,80 2,45 17,40 2,50 
"9 oe m/300 000 17,30 2,90 16,95 2,10 
Vanadins. Na m/10000 16,65 3,50 17,70 3,70 
ts am m/100000 15,25 2,80 17,50 = 2,80 
‘. ia m/300 000 14,80 3,30 17,90 | 2,80 
ee m/10000 14,80 1,80 16,95 1,30 
» «+ +» | m/100000 14,30 2,80 16,60 2,20 
* m/300000 13,85 3,30 16,95 2,30 
Zusammenfassung. 


1. Arginase aus Hefemacerationssaft liBt sich durch Dialyse 
bei 0° inaktivieren und durch verschiedene Metallionen wieder 
reaktivieren. 

2. Leberarginase verhilt sich wie Hefearginase, doch muBb 
die Dialyse bei 0° durch mehrere Wochen hindurch fortgesetzt 





SS SL NE 2. eto —~> ~ ~ ad : eae € ~ . 
—s Sa Ea oa acy Nps, Sept: cepeaceat aS were a 


284 Edlbacher u. Baur, Zur Kenntnis d. Natur d. Hefe- u. Leberarginase. 


werden. Die Reaktivierungsversuche durch verschiedene Metall- 
ionen zeigen, daB Mangan, Kobalt, Nickel, Cadmium, Vanadin 
bei m/1000-Konzentration gleich stark wirken. Das Manganion 
vermag aber noch bei 300000 Molaritiit die Ausgangsaktivitit 
des Enzyms wieder herzustellen, wihrend die iibrigen Metalle bei 
dieser Konzentration unwirksam sind. 

3. Ks wird demnach die Hypothese ausgesprochen, daB die 
Arginase ein Ferment ist, welches aus Trager-Protein und Mangan 
als Co-Ferment besteht. 

4, Die iibrigen als Co-Fermente bekannten Substanzen kinnen 
inaktive Arginase nicht mehr reaktivieren; sie sind demnach aus- 
zuschlieBen. 

5. Ks wird die Hypothese ausgesprochen, daB die Arginase 
bei den Lebens- und Wachtumsvorgingen auf dem Wege der 
Umamidierung mit der Proteinsynthese in Beziehung zu setzen ist. 


a 
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Vitamin B, (Adermin) als Wuchsstoff fiir Milchsaiurebakterien. 
Von 


E. F. Moller. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1938.) 


Im Rahmen der Silage-Arbeiten [Eichholtz'), Keil’), Méller’%)] 
wurden schon vor etwa 3 Jahren Untersuchungen iiber die Ernihrung der 
Milchsiiurebakterien in Angriff genommen. Dabei wurde hauptsichlich das 
aus Silagen und eingesiiuerten Gemiisen geziichtete Bacterium acetyl- 
cholini [Keil*)] verwandt, das nach Orla-Jensen‘) zu den Strepto- 
bakterien gehért. Der Stamm 108%) dieses Bakteriums bendtigt eine 
Nihrlésung, die auBer den iiblichen Salzen, darunter Mn**), NH,- oder 
Na-Acetat®) in héherer Konzentration, Zucker, mindestens zehn Amino- 
siuren’) und Lactoflavin’) enthalten mu8. Uberdies sind noch zwei 
unbekannte Faktoren erforderlich: 1. eine iitheridsliche, siiure- und alkali- 
labile, N-haltige Siure [Snell, Strong und Peterson)], 2. ein siiure- 
und alkali-stabiler, hoch thermoresistenter Faktor, der sich aus Pepton, 
Hefe, Harn usw. gewinnen 1iBt. 

Der stabile Faktor lieB sich leicht aus einem Hefeautolysat (Léwen- 
briu, Stamm Rs) nach Philipson®) durch zweifache Behandlung mit 
groBen Mengen Aktivkohle und anschlieBende Ausfillung mit Alkali von 
den anderen Wuchsstoffen und den meisten Aminosiuren befreien. Auf 
ihnliche Weise gelang die Darstellung von — allerdings weniger reinen — 
Priparaten aus Bevitrat (Konzentrat aller B-Vitamine, Nordmarkwerke). 
Die optimal wirkende Konzentration entspricht etwa 0,15 g Frischhefe/eem. 
Der Faktor fand sich ferner in einem B,-Konzentrat des Werkes Elber- 
feld der I.G. Farbenindustrie, wovon die optimal wirkende Menge 


1) F. Eichholtz u. W. Keil, Chem. Ztg. 59, 1033 (1935). 
*) W. Keil u. L. Weyrauch, Zbl. Bakter. usw. II, 97, 90 (1937). 
*) E. F. Moller u. R. Ferdinand, Zbl. Bakter. usw. II, 97, 94 (1937). 
4) Privatmitteilung von Herrn Prof. Dr. Orla-Jensen, Kopenhagen. 
5) E. E. Snell, F. M. Strong u. W. H. Peterson, Biochemic. J. 31, 
1789 (1937). 
6) Auch von uns, unabhingig von Snell und Mitarbeitern gefunden, 
vgl. Diss. G. Decker, Heidelberg 1937. 
) §. Orla-Jensen (Zbl. Bakter. usw. II, 94, 460 (1936)] hilt dagegen 
bei Streptobakterien NH,-Salze und Cystein als N-Quelle fiir ausreichend. 
8) §. Orla-Jensen, N.C. Otte u. A.Snog-Kjaer, Zbl. Bakter. usw. IT, 
94, 434 (1936). 
%) T. Philipson, Diese Z. 195, 81 (1931). 
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0,4—0,6 y Adermin/eem enthielt. Durch das groBe Entgegenkommen yon 
Herrn Prof. Dr. Richard Kuhn und Herrn Dr. G. Wendt war es méglich, 
reinstes krystallisiertes Adermin-chlorhydrat") zu untersuchen. Ein 
im Hochvakuum sublimiertes Priiparat aus Reiskleie vom Schmelzp. 204 
bis 206° zeigte optimale Wirksamkeit bei 0,5—1,0 y/eem. Mit einem Priiparat 
von Adermin-chlorhydrat, das nach ganz anderem Verfahren aus Hefe 
isoliert worden war, ergab sich die gleiche Wirksamkeit. Fiir die 
Identitét mit Adermin spricht ferner die Unwirksamkeit des Adermin- 
methylithers"), der auch an der Ratte wirkungslos ist. 

Stoffe, die Adermin oder den Snellschen Faktor zu ersetzen ver- 
mégen, konnten bisher nicht gefunden werden. In den verschiedensten 
Konzentrationen und Kombinationen wurden gepriift: Inosit, ]-Asparagin, 
(-Alanin, Aneurin, Nicotinsiiure, Pimelinsiiure, Kreatin, Harnstoff, Harn- 
siure, Adenin, Xanthin, Guanin, Uracil und d,l-Methionin. Es ist aber 
nicht ausgeschlossen, daB sich bei Weiterreinigung des Snellschen Faktors 
noch die Notwendigkeit einiger dieser oder auch anderer Stoffe (vielleicht 
auch weiterer Aminosiuren) ergeben wird, wofiir bereits Andeutungen 
vorliegen. 

SchlieBlich wurden eine Reihe weiterer Milchsiurebakterien 
und Hefen hinsichtlich ihres Bedarfs an Adermin untersucht. 











Mikroorganismus Stamm saat cae 
Bacterium acetylcholini .... 108 ill 
Bacterium acetylcholini .... Si 3 ld 
Streptobacterium plantarum . . P 24 10~° 
Bacterium utile (Henneberg) . . B3 _ 
Untergiirige Hefe aus Sauerkraut d w* 


Die Bedeutung des Adermins als Wuchsstoff ist demnach nicht nur 
auf die Milehsiiurebakterien beschriinkt, sondern erstreckt sich auch auf 
bestimmte Hefen, was wichtig sein diirfte. 

Untersuchungen, die Bedeutung von Adermin noch bei weiteren 
Mikroorganismen festzustellen, sind bereits im Gange. 


Den verschiedensten Seiten, ohne deren Hilfe die Ausfiihrung der 
umfangreichen Untersuchungen nicht méglich gewesen wiren, sind wir zu 
groBem Dank verpflichtet: Herrn Prof. Orla-Jensen und Herrn Prof. 
Demeter fiir verschiedene Milchsiurebakterien, Herrn Prof. Habs fiir die 
Reinziichtung aller Stimme, sowie fiir viele Ratschlige in bakteriologischer 
Beziehung und besonders Herrn Prof. Richard Kuhn fir die Uber- 
lassung von Adermin und Adermin-methylither, schlieBlich der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fir ein Stipendium, sowie fir sachliche 
Unterstiitzungen. 








1) R. Kuhn u. G. Wendt, Ber. chem. Ges. 71, 780, 1118 (1938). 
11) R. Kuhn u. G. Wendt, Ber. chem. Ges. 71, 1534 (1938). 
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Uber den Reaktionsmechanismus der Umaminierung 
von Aminosduren. 
(Vorliufige Mitteilung). 


Von 


F. Knoop und C. Martius. 


(Aus dem Physiolog.-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1938.) 


Die Umaminierung von Aminosiuren, die Braunstein und Kritz- 
mann’) beschrieben haben, bringt einen héchst wertvollen Beitrag zu der 
Bedeutung, die die Fihigkeit des Tierkérpers, fehlende Aminosiiuren sich 
selbst auf synthetischem Wege zu beschaffen, fiir seine Bediirfnisse besitzt. 
Der Mechanismus solcher Aminierung ist wohl im wesentlichen durch unsere 
friiheren Arbeiten iiber die Aminosiuresynthese geklirt. Uber die Einzel- 
heiten glauben wir mit folgenden Beobachtungen einen weiteren Beitrag 
liefern zu kénnen, der sich aus einer neuen Synthese des Octopins ergab, 
die der natiirlichen Entstehung dieser Iminosiure nachgehen sollte. 

Morizawa, Mayeda, Moore und Wilson, sowie Ackermann 
und Mohr haben das Vorkommen in mancherlei Tieren von Octopin be- 
schrieben, das die Konstitution eines Koppelungsproduktes von Arginin und 
Alanin iiber ihre «-Aminogruppe aufweist: 


NH, . C—NH(CH,), > CH - COOH 
T ; 
NH NH Octopin. 
CH,:CH-COOH 


Wir haben angenommen, daf die Substanz aus Arginin und Brenz- 
traubensiiure gebildet sein kénnte, derart, daB die Ketongruppe der Brenz- 
traubensiiure nach Art der Bildung Schiffscher Basen sich mit der «-Amino- 
gruppe des Arginins zu einem Produkt kondensiert, das unter Wasseraustritt 
beide Molekiile mit einer Doppelbindung verbindet, die durch Addition von 
H, fixierbar sein miBte. — Das ist nun im Reagenzglase in der Tat der 
Fall: Wir haben beide Bestandteile gemischt und nun mit Wasserstoff und 
Katalysator geschiittelt. Es entsteht Octopin. 


R-CH-COOH R-C-COOH R-CH-COOH 
| | 
: —"s N + H, = NH 
! 
CH,-C-COOH CH,-CH- COOH CH,-CH- COOH 





1) Nature 140, 503 (1937). 
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Fiir das Verstindnis der Umaminierung brauchte man nur anzunehmen, 
daB die urspriinglich gebildete Doppelbindung zwischen dem Propionsiure- 
rest und dem a-Stickstoffatom des Arginins im Sinne der obigen Forme] 
springt und sich umlagert zwischen das N-Atom und den Argininrest, dann 
geniigt eine einfache Hydrolyse nach dem Vorbilde des bekannten Amino- 
siiureabbaues, um aus der Iminosiure die Ketonsiiure (in diesem Falle des 
Arginins) und die Aminosiure Alanin zu bilden, ganz so wie es Braun- 
stein und Kritzmann fir Glutaminsiure und Brenztraubensiure gezeigt 
haben. 

Die Auffindung des Octopins und diese Art seiner Synthese scheinen 
uns den wichtigen Mechanismus der Umaminierung, den wir den wert- 
vollen Arbeiten der russischen Kollegen verdanken und zu der v. Euler 
bereits schéne weitere Beobachtungen mitgeteilt hat, hinreichend aufkliren 


zu kénnen. 
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